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NMU: N-Metil-nitrosourea, del inglés N-Nitroso-N-methylurea 
PBS: Tampón fosfato salino, del inglés Phosphate Buffered Saline 
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PCR: reacción en cadena de la polimerasa, del inglés quantitative polymerase reaction 
PE: Ficoeritrina, del inglés Phycoerythrin 
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RNA: Ácido Ribonucleico, del inglés RiboNucleic Acid 
RT: Retrotranscripción 
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Sca-1: Antígeno de la célula madre, del inglés Stem Cell Antigen 
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glándulas mamarias regeneradas contenían mayor cantidad de MaECs de hembra, sugiriendo que podría haber competencia entre las MaSCs de hembra y macho. Estos resultados se confirmaron aumentando la proporción MaECs de macho respecto a las MaECs de hembra (3:1), ya que con estas proporciones, la mayoría de las glándulas mamarias regeneradas estaban compuestas por células procedentes de la hembra, indicando que las células de la hembra tenían ventaja en la regeneración de glándulas mamarias versus las células del macho.  Las MaECs de hembra y de macho, además de ser capaces de regenerar glándulas mamarias, generan mamosferas in vitro. Además, en nuestro laboratorio se ha demostrado que sólo la población CD24+CD29alta es capaz de generar mamosferas in 




































La glándula mamaria es un órgano característico de los mamíferos, que tiene como función principal producir leche para alimentar a las crías después del nacimiento (Oftedal, 2002). Aunque su desarrollo comienza en el embrión, la glándula mamaria continúa desarrollándose después del nacimiento, durante la pubertad y la gestación, encontrándose completamente desarrollada en los últimos días de la gestación (Daniel et al., 1987).  





Figura 1. Desarrollo embrionario de la glándula mamaria de ratón. El engrosamiento del 
ectodermo genera las dos líneas lactíferas en la parte ventral del ratón, dividiéndose cada una de éstas 
en 5 placodas individuales. Cada placoda crece y se invagina el mesénquima formando una yema 
epitelial. A partir del día 14 p.c. existe dimorfismo sexual. En las hembras, la yema crece (brote 
mamario) hasta alcanzar el estroma mamario, donde comienza a bifurcarse. En los machos, a pesar 
de que la yema pierde la conexión con la epidermis, ésta crece (brote mamario) hasta alcanzar el 
estroma mamario, donde comienza a bifurcarse. Asimismo, en ambos casos, a partir de día 16 p.c. la 
epidermis se remodela, formándose el pezón. En el momento del nacimiento, en cada glándula 
mamaria del feto se observa una estructura ductal rudimentaria, unida al pezón en las hembras, y 




Morfología de la glándula mamaria   En el ratón hay 5 pares de glándulas mamarias que se localizan justo por debajo de la piel y que se extienden desde la región torácica (tres pares) hasta la región inguinal (dos pares) del animal, a lo largo de la denominada línea lactífera (Richert et al., 2000) (Figura 2).  
 
Figura 2. Localización de las glándulas mamarias de ratón. Existen 5 pares de glándulas 
mamarias en el ratón: par 1 (cervicales), par 2 y 3 (torácicas), par 4 (abdominales), y par 5 





Figura 3. Composición de la glándula mamaria. La glándula mamaria está compuesta por el 
estroma y por el tejido epitelial mamario, que presenta una estructura ductal. Mientras que los ductos 
están formados por células ductales y basales (células mioepiteliales y células madre de la glándula 
mamaria (MaSCs)), el estroma está formado por adipocitos, fibroblastos, macrófagos y células 
endoteliales que conforman los vasos sanguíneos. Adaptado de (Joshi et al., 2012). 
  
Desarrollo post-embrionario de la glándula mamaria  Desde el nacimiento del ratón hasta el inicio de la pubertad, las glándulas mamarias crecen isométricamente con el resto del cuerpo (Daniel et al., 1987; Sakakura et al., 1987). Sin embargo, durante la pubertad el crecimiento no es isométrico, y además se producen cambios durante los ciclos estrales y la gestación que a continuación se describen por separado:  





Figura 4. Desarrollo de la glándula mamaria en ratonas durante la pubertad. A las 3 semanas 
de edad, se observa una estructura epitelial mamaria rudimentaria, la cual no alcanza el nódulo 
linfático. Cuando los niveles de estrógeno comienzan a elevarse en la pubertad, se forman en la parte 
apical de los ductos las yemas terminales (TEBs), encargadas de la elongación y bifurcación ductal. A 
las 8-10 semanas, al final de la pubertad, el estroma mamario se encuentra relleno de ductos 
ramificados y las TEB desaparecen. Adaptado de (Watson et al., 2011).  Al comienzo de la pubertad, se observa en las glándulas mamarias de las hembras un ensanchamiento en la parte apical de las ramificaciones del ducto rudimentario, que corresponde a la formación de la yema terminal (TEB) (J. Russo, 1990; Russo, 1989) (Figura 4). Las TEBs están compuestas por una capa externa de células denominadas “cap cells”, y varias capas internas de células denominadas “body cells” (Figura 5A). Mientras que las “cap cells” son capaces de diferenciarse tanto a células mioepiteliales (Russo and Russo, 1996), como a ductales una vez que migran a las capas internas de la TEB (Silberstein, 1987), las “body cells” eventualmente darán lugar a células ductales diferenciadas (Williams and Daniel, 1983). Además, las TEBs, que son los sitios de mayor proliferación de la glándula mamaria, no presentan tejido conectivo ni células mioepiteliales a su alrededor (Figura 5A), lo que facilita la invasión en el estroma en los procesos de elongación y bifurcación ductal (Russo and Russo, 1996; Silberstein, 1987; Williams and Daniel, 1983).   
 
Figura 5. Yema terminal (TEB). (A) 
Representación esquemática de la TEB, 
donde se puede observar una capa de 
“cap cells” y varias capas de “body 
cells”. Además, el cuello del TEB está 
rodeado por la membrana basal y un 
estoma rico en fibroblastos, y ambos 
desaparecen en la parte más distal del 
TEB. (B) Bifurcación de la TEB y 
ramificación lateral de los ductos. Las 
TEBs se bifurcan formando 
ramificaciones primarias y secundarias 
de los ductos inmaduros. En el punto de 
ramificación, según la TEB avanza por 
el estroma, se vuelve a observar la 
presencia de membrana basal y 
fibroblastos en el estroma. Por el 
contrario, la ramificación lateral o 
terciaria tiene lugar en los ductos 
maduros, mediante la formación de 
estructuras similares a las TEBs. 






 A medida que la TEB invade el estroma, la parte de la TEB adyacente al ducto adquiere estructura  ductal (Figura 5A), permitiendo así la denominada elongación ductal. El nuevo ducto está compuesto por una capa interna de células ductales que rodean al lumen, generado a partir de la apoptosis de las “body cells” localizadas en las capas más internas, y una capa externa de células mioepiteliales (Humphreys et al., 1996). Además, el nuevo ducto se rodea por membrana basal y fibroblastos del estroma (Williams and Daniel, 1983).   La TEB, a la vez que invade el estroma, es capaz de bifurcarse, generándose de ésta forma ramificaciones primarias y secundarias de los ductos (Gordon and Bernfield, 1980; Silberstein and Daniel, 1982) (Figura 5B). Sin embargo, la ramificación lateral o terciaria de los ductos, tiene lugar en los ductos maduros, mediante la formación de estructuras similares a las TEBs (Silberstein, 1987)(Figura 5B).  Finalmente, las TEBs desaparecen cuando alcanzan el tejido conectivo que rodea a un ducto ó la cápsula que contiene al estroma, y se forman las terminaciones de los ductos (Silberstein et al., 1992; Silberstein et al., 1994) (Figura 6). Alrededor de las 8-10 semanas de edad el estroma mamario está completamente invadido por ductos, y la mayor parte de las TEBs han desaparecido (Richert et al., 2000) (Figura 4). 
 
Figura 6. Estructura de las terminaciones ductales al finalizar la pubertad. Las ratonas hembras 
adultas presentan estromas mamarios completamente rellenos de ductos ramificados, cuyas 
terminaciones presentan una composición celular igual a la del propio ducto.  





Figura 7.  Cambios en la glándula mamaria de ratones hembra durante los ciclos estrales, la 
gestación, la lactancia y la involución. Al final de cada ciclo estral, se induce la formación de 
ramificaciones laterales con yemas alveolares en los extremos, que desaparecen con el próximo ciclo 
estral si no hay gestación. Con la gestación, aumenta el número de ramificaciones laterales, y las 
yemas alveolares se unen formando alvéolos, en los cuales comienza la diferenciación alveolar de las 
células luminales. Durante la lactancia, las células luminales alveolares secretan leche, y la mayoría 
del estoma se encuentra ocupado por alvéolos mamarios. Al final de la lactancia, y tras el destete de 
las crías, la glándula mamaria sufre un proceso de remodelación denominado involución. Adaptado de 
(Watson et al., 2011).   






Figura 8. Representación 
esquemática del alvéolo 
mamario. El alvéolo mamario se 
forma mediante la unió de yemas 
alveolares, y está compuesto por 
una capa de células 
mioepiteliales que rodea a una 
capa de células alveolares. Las 
células alveolares contactan con 
el lumen del alvéolo, y éste, a su 
vez, está conectado mediante un 
pequeño túbulo con el ducto 
principal que termina en el 
pezón. Adaptado de (Gajewska et 
al., 2008). 
 
  Hacia el día 18 p.c., las células alveolares que conforman la mayoría de la mama son capaces de sintetizar proteínas de la leche y lípidos, estando preparadas para la lactancia (Mather and Keenan, 1998). Asimismo, aproximadamente entre las 48-24 horas previas al parto, se observan células alveolares con forma piramidal rodeadas por una capa discontinua de de células mioepiteliales. Dichas células permiten el contacto de las células alveolares con la membrana basal, crítico para su completa diferenciación y para la síntesis de leche (Adams and Watt, 1993; Barcellos-Hoff et al., 1989; Ferguson et al., 1992). En el parto, en respuesta a la oxitocina liberada por el hipotálamo, las células mioepiteliales comienzan a contraerse y fuerzan la eyección de la leche desde los alvéolos hacia el ducto principal (Asch and Asch, 1985; Dulbecco et al., 1986; Richardson, 1949). Durante el periodo de lactancia, y debido a las necesidades energéticas del tejido, la grasa de los adipocitos se metaboliza y los alvéolos se expanden, ocupando prácticamente toda la mama (Neville, 1999) (Figura 7).   




Función de las hormonas sexuales en el desarrollo de la glándula 
mamaria 
 Las hormonas no juegan ningún papel en el desarrollo embrionario de la glándula mamaria, a pesar de que las mamas embrionarias expresen receptores hormonales, y que el feto esté expuesto a altos niveles de hormonas procedentes de la placenta de la madre (Hennighausen and Robinson, 2001; Hovey et al., 2002). Se ha observado que las mamas de embriones deficientes en receptores hormonales son similares a las mamas de embriones silvestres (WT) (Bocchinfuso et al., 2000; Curtis Hewitt et al., 2000). En el embrión, las etapas iniciales del desarrollo mamario dependen de señales entre epitelio y mesénquima (Cunha et al., 1995). Sin embargo, las hormonas sexuales, tanto estrógeno como progesterona y prolactina, sintetizadas durante la pubertad, los ciclos estrales y/o la gestación (Figura 9), tienen un papel importante en el desarrollo postembrionario de la glándula mamaria (Brisken and O'Malley, 2010).  
 
Figura 9. Perfil hormonal durante la pubertad, los ciclos estrales y la gestación. La síntesis de 
hormonas sexuales fluctúa a lo largo de las diferentes etapas de desarrollo. Se observan picos de 
estrógeno durante la pubertad, en las primeras fases del ciclo estral y al principio de la gestación, sin 
embargo los picos de progesterona se observan en las ultimas fases del ciclo estral, y en la primera 
mitad de la gestación. Asimismo el pico de prolactina se observa en el segunda mitad de la gestación. 
Adaptado de (Joshi et al., 2012).  




ramificación de los ductos, ya que trasplantes de células epiteliales mamarias (MaECs) de ratonas WT en estroma de hembras ERα-/- generan glándulas mamarias con un desarrollo normal, mientras que trasplantes de MaECs obtenidas de hembras ERα-/- en estroma libres de epitelio de ratonas WT prepúberes, no generan estructuras ductales durante la pubertad (Mallepell et al., 2006).  
 
Figura 10. Desarrollo de la glándula mamaria mediado por hormonas en hembras de ratón. 
Las hormonas sexuales (rojo), sintetizadas durante las distintas etapas del desarrollo (verde), actúan 
a través de sus consiguientes receptores hormonales (azul) induciendo (flechas rojas) la formación de 





Figura 11. Señalización paracrina de las hormonas sexuales. (A) En respuesta al estrógeno 
liberado durante la pubertad, la células luminales ER+ sensoras expresan en su superficie celular 
ADAM17 y anfirregulina (AREG). Se secreta la forma activa de AREG mediante el procesamiento 
enzimático llevado a cabo por ADAM17. En respuesta a la anfirregulina, las células del estroma 
liberan factores de crecimiento importantes para la proliferación celular necesaria durante la 
elongación (B) En respuesta a la progesterona liberada durante el ciclo estral o a comienzos de la 
gestación, las células luminales PR+ sensoras sintetizan Ciclina D1, Wnt4 y RANKL, implicadas en la 
proliferación celular, en ramificación ductal y en lobuloalveogénesis respectivamente. Asimismo, las 
células luminales PR+ sensoras también secretan Calcitonina. Adaptado de (Tanos et al., 2012). 
 




han descrito dos isoformas del PR: PR-A y PR-B. Se ha demostrado que PR-B, y no PR-A, es necesaria para la ramificación ductal y la alveogénesis, aunque no suficiente para una morfogénesis completa de la mama (Mulac-Jericevic et al., 2003).  La acción de la progesterona sobre el epitelio mamario también está mediada por un mecanismo paracrino. En respuesta a la progesterona, las células luminales PR+ de la mama, además de sintetizar Ciclina D1  requerida para su propia proliferación (Brisken et al., 1998), sintetizan Wnt4 y el ligando que activa el receptor activador de NF-κB (RANKL) (Brisken and Duss, 2007)(Figura 11B). Mientras que Wnt4 está implicado en la ramificación ductal (Brisken et al., 2000), la deficiencia en RANK o RANKL da lugar a mamas deficientes en lobuloalveogénesis durante la gestación (Fata et al., 2000), siendo Wnt4 y RANKL importantes mediadores paracrinos en la función de la progesterona en la glándula mamaria. Además, la progesterona estimula la secreción de calcitonina por las células luminales (Figura 11B), también considerada como mediador paracrino (Ismail et al., 2004).   
Prolactina  Finalmente, la señalización desencadenada al unirse la prolactina a sus receptores específicos (PrlR) en las células epiteliales, es necesaria para la alveogénesis y la diferenciación de células ductales a células alveolares productoras de leche durante la etapa final de la gestación (Brisken et al., 2002; Brisken et al., 1999; Gallego et al., 2001) (Figura 10). Por el contrario, los PrlR del estroma no están implicados en esta función (Ormandy et al., 2003). Asimismo, la ausencia de expresión de (PrlR) en la glándula mamaria no afecta a la elongación ni a la ramificación ductal (Brisken et al., 1999). La prolactina, que es secretada por la pituitaria, también tiene mediadores paracrinos, al igual que el estrógeno y la progesterona, siendo en este caso IGF-2 y Ciclina D1 (Brisken et al., 2002; Hovey et al., 2003).    





Figura 12. Células Madre (SCs). (A) La SC se puede dividir simétricamente, generando dos células 
idénticas entre sí e idénticas a la SC de origen, y se puede dividir asimétricamente, generando dos 
células diferentes; una SC similar a la SC de origen, y una célula más comprometida con la 
diferenciación. (B) Clasificación de las SCs. El zigoto y las células de la mórula (células embrionarias) 
son totipotentes, pudiendo generar un organismo completo. En el estadío de blastocisto, sólo las 
células de la MCI (células embrionarias) son pluripotentes, pudiendo generar células pertenecientes a 
cualquiera de las tres capas germinales. También son pluripotentes las células madre germinales que 
derivan de los esbozos gonadales del embrión (células embrionarias). Asimismo, algunas células del 
feto, del cordón umbilical, de la placenta, e incluso las iPS son pluripotentes. Tanto en el individuo 
adulto como en el feto, podemos encontrar células madre multipotentes (células madre adultas), 




Las células madre se pueden clasificar según su origen en: células madre embrionarias (ES) y células madre adultas. Además, también se  pueden clasificar según su potencial de diferenciación en:   Células totipotentes: Células madre capaces de generar un organismo completo. El único ejemplo de célula madre totipotente es el zigoto, sin embargo, el conjunto de células que componen la mórula temprana también tiene esta capacidad (Mitalipov and Wolf, 2009) (Figura 12B).  Células pluripotentes: Células madre capaces de dar lugar a las tres capas germinales que forman un embrión (ectodermo, mesodermo, endodermo) (Figura 12B), aunque no son capaces de generar las estructuras extraembrionarias (trofoblasto y placenta) (Thomson et al., 1998). Las células que se aíslan de la masa celular interna (ICM) del blastocisto (Hanna et al., 2010; Mitalipov and Wolf, 2009), y las células  germinales que derivan de los esbozos gonadales del embrión (Donovan, 1998) son células madre pluripotentes (Figura 12B). Asimismo, se ha demostrado que una célula somática puede ser reprogramada por la sobre-expresión transitoria de una combinación de genes (Oct4, Sox2, c-Myc y Klf4), los cuales son capaces de des-diferenciar y convertir a la célula somática en una célula madre pluripotente, denominada célula madre pluripotente inducida (iPS) (Takahashi and Yamanaka, 2006) (Figura 12B). También podemos encontrar células madre pluripotentes en el feto, cordón umbilical y placenta (Kogler et al., 2004) (Figura 12B).  Células multipotentes: Células madre capaces de generar exclusivamente los tipos celulares que conforman un tejido determinado (Wiseman and Werb, 2002), también denominadas células madre adultas (Figura 12B).  Células madre unipotentes: Células que tienen la capacidad de diferenciarse en sólo un tipo celular, también denominadas células progenitoras (Hsu and Fuchs, 2012) (Figura 12B).   








En 2006, Shackeleton y sus colaboradores fueron capaces de reconstituir in vivo una glándula mamaria funcional a partir de trasplantar una única célula de la población CD24+CD29alta  en estromas mamarios libres de epitelio de hembras receptoras prepúberes. Sin embargo, se hace necesario un método de purificación que optimice la obtención de MaSCs, ya que la población de MaSCs en la fracción doble-positiva está estimada en 1 de 17 células (Shackleton et al., 2006).  La población doble-positiva tiene una expresión muy baja de los niveles del antígeno Sca-1 (Asselin-Labat et al., 2007; Shackleton et al., 2006; Stingl et al., 2006; Visvader, 2011), no expresa el receptor de la tirosinquinasa ErbB2/HER2/Neu (Lim et al., 2009), y los receptores hormonales ERα y PR son indetectables mediante RT-qPCR (Asselin-Labat et al., 2006; Sleeman et al., 2007). Además, la población doble-positiva tiene una posición basal dentro del epitelio mamario, al igual que las células mioepiteliales, y en ella predomina la expresión de marcadores de células mioepiteliales, CK14 y αSMA. Sin embargo, dentro de la población total de células epiteliales mamarias con posición basal (población doble-positiva y células mioepiteliales), existe una pequeña fracción de células negativas o con baja expresión de CK14 y αSMA, pudiendo corresponder con las MaSCs (Asselin-Labat et al., 2006; Shackleton et al., 2006).  Finalmente, al comparar las MaSCs con las células madre hematopoyéticas se pueden observar algunas diferencias. A pesar de que la mayoría de las células madre hematopoyéticas están dentro de la población SP, (población celular que presentan un aumento de proteínas transportadoras de membrana con habilidad de excluir tinciones como Hoechst 33342 o Rodamina 123), la población doble-positiva no se encuentra dentro esta población (Shackleton et al., 2006; Stingl et al., 2006). Algo similar ocurre con el estado de actividad; mientras que la mayoría de las células madre hematopoyéticas permanecen quiescentes (G0), la mayoría de las MaSCs están en ciclo (G1, S, G2/M) (Stingl et al., 2006). Además, la fracción de MaSCs que mantiene la tinción con BrdU (Shackleton et al., 2006), denominadas LRCs, no permanecen quiescentes, ya que se ha demostrado que las SCs se dividen asimétricamente manteniendo una cadena de DNA, y de esta forma mantienen la tinción (Smith, 2005). Estos datos son similares a los obtenidos al analizar las células madre adultas de intestino y de folículo piloso (Li and Clevers, 2010), e indican que en la glándula mamaria, al igual que en el intestino y en el folículo piloso, coexisten células madre adultas quiescentes y activas.   




Se han postulado dos modelos de jerarquía de las MaSCs:   En uno de los modelos, las células madre serían las encargadas de producir progenitores bipotenciales que se diferenciarían a los linajes ductal y alveolar. Así, el progenitor ductal se diferenciaría dando lugar a células ductales y a “cap cells” (precursores de células mioepiteliales), mientras que el progenitor alveolar se diferenciaría dando lugar a células alveolares y a células mioepiteliales (Kordon and Smith, 1998; Smith and Boulanger, 2002) (Figura 13).  
 
Figura 13. Modelo de 
jerarquía celular célula 
madre/progenitor del 
epitelio mamario de ratón. 
La célula madre daría lugar a 
cada uno de los dos 
progenitores multipotentes, y 
cada progenitor sería 
responsable de la formación de 
los ductos durante la pubertad 
o de la formación de las 
estructuras alveolares durante 
la gestación. Adaptado de 
(Visvader and Smith, 2011) 




fenotipo CD24+CD29bajaCD49f+ CD61-Sca-1+CD133+ER+ o ER−,  expresan ER, mientras que sólo un 10% de los progenitores luminales lo expresan (Shackleton et al., 2006; Stingl et al., 2006; Visvader, 2009). Posteriormente, al final de la gestación, se observa descenso en los niveles del progenitor luminal, coincidiendo con la diferenciación del progenitor a células alveolares. Probablemente el progenitor luminal daría lugar a una población de progenitores alveolares que se anticiparía a expandirse al comienzo de la gestación (Figura 14). La población candidata a contener el progenitor alveolar podría tener el fenotipo CD24+CD49f+Sca-1−ER- (Asselin-Labat et al., 2007). Esta población expresa proteínas de la leche y podría estar incluida dentro de la población de células alveolares con fenotipo CD24+CD29bajaCD49f+CD61−ER− (Shackleton et al., 2006; Stingl et al., 2006; Visvader, 2009). Por otro lado, el progenitor mioepitelial, que aún no se ha aislado, daría lugar a las células mioepiteliales (Figura 14), definidas por el fenotipo CD24+CD29altaCD49faltaCD61+(Stingl et al., 2001).   
 
Figura 14. Modelo de jerarquía dentro del epitelio mamario de ratón. La célula madre daría 
lugar a un progenitor común bipotencial, el cual, a su vez, daría lugar a dos progenitores más 
comprometidos en la diferenciación; el progenitor luminal y el progenitor mioepitelial. El progenitor 
luminal estría restringido a la diferenciación luminal, dando lugar a células ductales o alveolares, y 
durante la gestación, daría lugar a una población de progenitores alveolares con capacidad 
bipotencial. Por otro lado, el progenitor mioepitelial daría lugar a las células mioepiteliales. Los 
marcadores de superficie utilizados para el aislamiento de las poblaciones epiteliales de ratón se 
muestran en azul y los que determinan las MaSCs de humanos en rojo. Los reguladores 
transcripcionales que controlan diferentes aspectos del desarrollo se muestran en verde. Adaptado de 




generar estructuras ductales y alveolares (Eirew et al., 2010) cuando se trasplanta en las cápsulas suprarrenales de una ratona huésped (Outzen and Custer, 1975; Russo and Russo, 2004). Además, al igual que en los ratones, en la glándula mamaria humana existe una organización jerárquica, en la que se postula la presencia de un progenitor bipotencial que daría lugar a dos progenitores más comprometidos: luminal y mieopitelial (Gudjonsson et al., 2002; Raouf et al., 2012; Stingl et al., 1998; Stingl et al., 2001) (Figura 14).  En contraposición a estos dos modelos de jerarquía en la glándula mamaria del ratón, Cédric Blanpain y su grupo, mediante el análisis de los resultados obtenidos en estudios de identificación de linaje celular (metodología aplicada para la identificación de toda la progenie derivada de una única célula), proponen que el mantenimiento de la glándula mamaria en el adulto no se debería a la existencia de una célula madre multipotente, sino que se mantendría por dos poblaciones separadas de progenitores unipotentes. Sin embargo, en condiciones de trasplantes, donde tiene lugar una regeneración completa de la glándula mamaria, las células basales/mioepiteliales tendrían la propiedad de convertirse en bipotenciales (Van Keymeulen et al., 2011) (Figura 15).  
 
Figura 15. Remodelación de la jerarquía dentro del epitelio mamario de ratón. La homeostasis 
de la glándula se mantendría por dos poblaciones separadas de progenitores unipotentes. Sin 
embargo, las células basales/mioepiteliales tendrían la propiedad de convertirse en bipotenciales en 
condiciones de trasplantes, donde tiene lugar una regeneración completa de la glándula mamaria. 











Cultivo in vitro de las MaECs  Se ha demostrado que en condiciones donde la adherencia al plástico está inhibida y se utiliza un medio libre de suero suplementado con factores de crecimiento epidérmico (EGF) y fibroblástico (bFGF), sólo una pequeña población de las MaECs es capaz de sobrevivir in vitro formando estructuras tridimensionales flotantes con morfología esférica, denominadas mamosferas (Dontu et al., 2003) (Figura 16A).   Cuando las MaECs se siembran a densidades muy bajas, o incluso cuando se siembra una célula por pocillo, donde la agregación celular puede descartarse totalmente, las mamosferas que se generan tienen un origen clonal (Diaz-Guerra et al., 2012; Dontu et al., 2003), y en ratón, tan sólo la población CD24+CD29alta es capaz de generarlas (Diaz-Guerra et al., 2012). Estas estructuras esféricas están enriquecidas en células indiferenciadas (células madre y progenitores), que en condiciones apropiadas de cultivo, son capaces de diferenciarse in vitro hacia los tres tipos celulares que conforman el epitelio mamario (células ductales, mioepiteliales y alveolares) (Figura 16B-16D). De esta forma se demuestra la capacidad de diferenciación (multipotencia) de las MaSCs in vitro (Dontu et al., 2003). Sin embargo, no hay divisiones simétricas in vitro de las MaSCs procedentes de ratones WT (Cicalese et al., 2009; Diaz-Guerra et al., 2012).  
 
Figura 16. Cultivo y 
diferenciación de mamosferas. 
(A) Microscopía de campo claro 
donde se observan las 
mamosferas. (B-D) Diferenciación 
de las células que componen la 
mamosfera. Las células de la 
mamosfera se diferencian, en 
condiciones de cultivo apropiadas, 
hacia los tres tipos celulares que 
forman el epitelio de la glándula 
mamaria: (B) células luminales, 
(C) células mioepiteliales, y (D) 
células alveolares. Adaptado de 











Nicho  El concepto de nicho se definió por primera vez en 1978 en células hematopoyéticas (Schofield, 1978), refiriéndose al microambiente que mantiene a las células madre en estado indiferenciado, pero que también facilita su expansión y diferenciación cuando son necesarias para la reparación o regeneración (Li and Clevers, 2010). El nicho de las MaSCs comprende toda la glándula mamaria, ya que las propias MaSCs se localizan a lo largo de los ductos que conforman la estructura epitelial mamaria (Daniel et al., 1968; DeOme et al., 1959). Sin embargo, estudios in 
vitro e in vivo postulan la idea de que las células madre activas residan en puntos de crecimiento específicos, en nichos estimulados durante estados dinámicos del desarrollo de la glándula mamaria, mientras que células madre quiescentes residirían en nichos mas pasivos (Joshi et al., 2012) (Figura 17).   El nicho de las MaSCs está compuesto por elementos celulares (MaECs y células que componen el estroma) (Figura 17) y por un componente estructural, la matriz extracelular (MEC), que está compuesta por proteínas insolubles secretadas por las células epiteliales y del estroma, y sirve como reservorio de factores de crecimiento importantes para la función de las células madre (Joshi et al., 2012). En la glándula mamaria, las interacciones de las MaSCs con la MEC pueden controlar la proliferación celular, la supervivencia, la migración y la diferenciación, para regular procesos como; la ramificación y polarización de los ductos, el desarrollo de los alvéolos, y la involución después de la gestación (Muschler and Streuli, 2010). Además, las MaECs basales enriquecidas en MaSCs, se localizan próximas a la matriz extracelular, y tienen una elevada expresión de las integrinas 





Figura 17. Modelo del nicho de las MaSCs durante el desarrollo postnatal. Las MaSCs residen 
entre elementos celulares y acelulares que componen el nicho, y éste puede modular el estado y 
función de las MaSCs. Se postula la idea de que las células madre activas residan en puntos de 
crecimiento específicos, en nichos estimulados durante estados dinámicos del desarrollo de la 
glándula mamaria, mientras que células madre quiescentes residirían en nichos mas pasivos. Los 
componentes celulares del nicho incluyen a las células epiteliales y no epiteliales (fibroblastos, 
adipocitos, macrófagos y células endoteliales), ambas importantes en la señalización mediada por 
hormonas. Además, la matriz extracelular (MEC) también es un importante componente acelular del 
nicho, ya que sirve como reservorio de factores de crecimiento importantes para la función de las 




capaces de inducir la transdiferenciación de células madre de otros tejidos a células diferenciadas del epitelio mamario.   





Figura 18. Modelos representativos de la heterogeneidad  y la diferente tumorigenicidad 
(adquisición de la capacidad de formar tumores) de las células dentro de un tumor. (A) Modelo 
de la Célula Madre del Cáncer (CSC). Se denominan CSCs a las células tumorales con características de 
células madre; capaces de autorrenovarse mediante divisiones simétricas, y capaces de dividirse 
asimétricamente produciendo una célula madre y una célula progenitora, encargada de producir las 
células con distinto fenotipo que componen el tumor. (B) Modelo de Evolución Clonal. Todas las células 
que componen el tumor son tumorigénicas, y la heterogeneidad entre éstas se explica como una 
consecuencia de la variabilidad en el patrón de expresión genética en cada una de ellas. (C) Modelo 
que combina ambas teorías. Al principio, el crecimiento del tumor sería llevado a cabo por una CSC1, y 
con la progresión del tumor, otra distinta CSC2 surgiría debido a la evolución clonal de la CSC1. La 
CSC2 sería más agresiva, se convertiría en dominante y conduciría a la formación del tumor. Adaptado 




mamosferas, enriquecidas en células madre de cáncer de glándula mamaria (MaCSCs) (Charafe-Jauffret et al., 2009; Ginestier et al., 2007; Ponti et al., 2005). Las células que forman la tumorosfera tienen el fenotipo CD44+CD24-/bajo, y además, son células indiferenciadas, ya que no expresan los marcadores CK14, marcador de célula mioepitelial, ni CK18, marcador de célula ductal. Asimismo, estas células son capaces de generar tumores cuando se trasplantan (al menos 1.000 células) en mamas de ratones inmunodeficientes (Grimshaw et al., 2008; Ponti et al., 2005).   Los dos modelos que se proponen para explicar la propagación de los tumores no son incompatibles. Se ha propuesto un modelo que combina ambas teorías para explicar el cambio de fenotipo que sufren algunos tumores durante la progresión del tumor, mediante el cual se vuelven más agresivos (Vecchi et al., 2008), aunque la mayoría de los tumores se mantienen estables en los últimos estadíos de la enfermedad e incluso durante la metástasis (Ma et al., 2003; Weigelt et al., 2003). En dicho modelo, al principio, el crecimiento del tumor sería llevado a cabo por una CSC1, y con la progresión del tumor, otra distinta CSC2 surgiría debido a la evolución clonal de la CSC1, como resultado de la adquisición de una mutación adicional o una modificación epigenética. La CSC2 sería más agresiva, se convertiría en dominante y conduciría a la formación del tumor (Barabe et al., 2007; Clark et al., 2000) (Figura 18C).   





Figura 19. Modelos 
representativos de la 
heterogeneidad intertumoral. (A) 
Modelo de Mutación Genética. Las 
diferentes mutaciones genéticas o 
epigenéticas ocurrirían dentro de la 
misma célula diana dando lugar a 
diferentes fenotipos tumorales. (B) 
Modelo de Célula de Origen. Los 
distintos subtipos tumorales se 
originarían de distintas células que 
componen el tejido, sirviendo como 
célula de origen. Adaptado de 
(Visvader, 2011) 
  




ratón modificados genéticamente. Además, mediante la activación de la expresión de oncogenes ó la inactivación de la expresión de genes supresores de tumores en una subpoblación de células determinada, usando promotores específicos, se han estudiado las células de origen de tumores de cerebro (Alcantara Llaguno et al., 2009), pulmón (Kim et al., 2005) y mama (Bouras et al., 2008; Molyneux et al., 2010), en ratón. Incluso, se han realizado trasplantes en ratones inmunodeficientes de células aisladas de tejidos y sometidas a manipulación genética ex vivo para identificar la célula de origen del tumor (Hope et al., 2004).   





Figura 20. Terapias contra el cáncer. (A) Terapia tradicional, que tiene como objetivo atacar al 
mayor numero de células de la masa tumoral. (B-D) Terapias alternativas; tienen como objetivo (B) 
actuar sobre los mecanismos que dotan a  las CSCs de resistencia a las terapias actuales, (C) inhibir las 
rutas de señalización que dirigen la autorrenovación de las CSCs, (D) y eliminar el nicho de las CSCs. 
Adaptado de (Ablett et al., 2012).   




El subtipo luminar se caracteriza por la expresión de ER, y comparte características con las células luminales que revisten el ducto mamario. Se divide a su vez en 2 subtipos: A (con altos niveles de expresión de RE) y B (con bajos niveles de expresión de RE). Estos tumores aparecen principalmente en mujeres postmenopáusicas, y representan 50-80% de los carcinomas (Gown, 2008).   El subtipo HER2+, el cual tiene mal pronóstico, presenta una elevada expresión del marcador de superficie HER2 y ausencia o mínima expresión de ER/PR. HER2, también denominado Neu o ErBb2, es un receptor del factor de crecimiento epidérmico humano que interviene en el control del crecimiento celular, y no parece tener un ligando específico, sino que actúa como co-receptor de múltiples factores de crecimiento (Slamon et al., 2001).  El subtipo basal, que recibe este nombre por su perfil de expresión génica similar a la de un epitelio basal mamario, también denominado “triple negativo”, se caracteriza por la ausencia o mínima expresión de ER/PR y HER2. Presenta una elevada expresión de citoqueratinas 5 y 6 (características de las células mioepiteliales) y de EGFR, y representa el 15-20% de los tumores, siendo éstos muy heterogéneos y agresivos (Gusterson, 2009).  El subtipo que expresa bajos niveles de Claudina representa a los tumores tripe negativo con características de células mesenquimales (Herschkowitz et al., 2007).  El subtipo normal, representa a los tumores con perfiles de expresión parecidos al tejido mamario normal.  Recientemente se han determinado 10 subtipos de tumores de mama mediante el análisis de biopsias procedentes de mujeres que previamente habían sido tratadas por un cáncer de mama, y que posteriormente tuvieron un seguimiento, lo que permitió comparar la información genética con los datos clínicos de las pacientes, estimando cuál había sido su evolución, y su respuesta a las terapias (The Cancer Genome Atlas Network, 2012). Esta clasificación permitirá desarrollar terapias adaptadas a cada uno de los subtipos esperando incrementar la eficacia de los tratamientos. Se trata de un primer paso hacia lo que se ha denominado ‘medicina personalizada’, en la que la terapia se ajusta exactamente a la enfermedad particular del paciente concreto.    








Papel de las hormonas en la tumorogénesis y el crecimiento de 





Figura 21. Papel de la progesterona en los tumores mamarios basales. La ruta de señalización 
llevada a cabo por la progesterona en las células luminales ductales PR+ permite que éstas liberen los 
ligandos RANKL y Wnt4. En respuesta a estos ligandos, las células basales ER-PR- aumentan su 
expresión de RANK y  LRP5, receptores de dichos ligandos. Las interacciones en las células basales 
entre los ligandos y los receptores permiten la expansión de éstas, y con ello, las células basales 
aumentan el riesgo de adquirir mutaciones que pueden ser determinantes para la tumorigénesis. 
Asimismo, las células que expresan RANK también son capaces de responder a RANKL sintetizado por 




















En este trabajo nos planteamos como objetivo general el estudio en ratón de las células madre adultas de glándula mamaria y de las células madre del cáncer de mama. Para ello, se estableció un plan de trabajo con los siguientes objetivos experimentales:  
• Determinar in vivo la frecuencia de células madre de la glándula mamaria (MaSCs) dentro de la población de células epiteliales mamarias (MaECs), y estudiar el enriquecimiento de MaSCs dentro de la población CD24+CD29alta 
• Determinar la capacidad de reconstitución de la glándula mamaria en hembras receptoras adultas. 
• Demostrar que la mamosfera contiene una célula madre capaz de reconstituir in vivo una glándula mamaria. 
• Analizar si las MaECs de macho, al igual que las de hembra, contienen una población de MaSCs, y determinar la capacidad de reconstitución de la glándula mamaria en machos. 
• Demostrar que el estrógeno es el responsables de la expansión de las MaSCs durante la pubertad. 
• Analizar si la expansión de las MaSCs durante la pubertad podría tener un efecto en el desarrollo de tumores en el modelo animal MMTV-Neu. 
• Demostrar que la célula formadora de tumorosferas es la célula madre de cáncer (MaCSC), y analizar fenotípicamente la población de MaCSCs del tumor mamario. 
• Análisis de la estructura epitelial de glándula mamaria de machos.             
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  Para realizar los experimentos descritos en la presente tesis doctoral se utilizaron varias cepas de ratones, y todos los ratones fueron estabulados en condiciones apropiadas en el animalario del Centro de Investigaciones Biológicas (CIB-CSIC). Se han utilizado ratones silvestres de las cepas FVB y C57Bl/6, ratones inmunodeficientes Rag2-/- en fondo C57Bl/6 (Shinkai et al., 1992) obtenidos de Taconic, ratones GFP+/+ en fondo C57Bl/6 (Okabe et al., 1997), cuyas células expresan la proteína verde fluorescente (cedidos por el Dr. Augusto Silva (CIB-CSIC)), ratones RFP+/- en fondo C57Bl/6 (Vintersten et al., 2004), cuyas células expresan la proteína roja fluorescente (obtenidos a través de la Dra. Cristina Clavería (CNIC)), ratones AREG-/- en fondo C57Bl/6, que presentan una deficiencia en la síntesis del factor de crecimiento anfirregulina, implicada en la ruta de señalización del estrógeno (Luetteke et al., 1999) (obenidos a través del Dr. Matias Morin (Cima, Pamplona)), así como ratones MMTV-Neu en fondo FVB, cuyas hembras desarrollan tumores en sus glándulas mamarias con una elevada frecuencia (Guy et al., 1992) (obetenidos de Jackson Laboratories).  Todos los experimentos descritos, en los que se utilizaron animales, se realizaron de acuerdo a la legislación Española y a la de la Unión Europea sobre protección de animales de experimentación (Directiva 86/609/EEC). Los métodos experimentales fueron aprobados por el Comité de Experimentación Animal del Consejo Superior de Investigaciones Científicas (CSIC), minimizando en todo momento el número de animales utilizados y su sufrimiento.   
Obtención de células epiteliales de glándula mamaria (MaECs) y 
células de tumores mamarios (MaTCs) 
 Las MaECs se obtuvieron a partir de los pares 2, 3, 4 y 5 de las glándulas mamarias de ratones (Figura 22A). Antes de extraer el tejido mamario, se eliminaron los nódulos linfáticos (Figura 22A) para evitar la contaminación por células linfoides (Linaje positivas o Lin+). En el caso de las MaTCs, se separó el tejido mamario que rodea al tumor, aislando únicamente el tejido tumoral (Figura 22B). 




Figura 22. Observación in-situ de las glándulas mamarias y los tumores mamarios de ratón. (A) 
Glándulas mamarias. Localización de los cinco pares mamarios presentes en un ratón adulto. Localización 
de los nódulos linfáticos en las mamas izquierdas de los pares 2-3 y 4 del ratón adulto. (B) Tumores 
mamarios. Localización de un tumor generado en la mama izquierda del par mamario 4 en una ratona 
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Cultivo in vitro: Formación de mamosferas o de tumorosferas 
 Para inhibir la adherencia de células epiteliales diferenciadas a las placas de cultivo, se pre-trataron las placas con una solución de 12gr/l de Poly 2-hidroxietil metacrilato (Sigma) en etanol al 95%. Se cubrió toda la superficie de cultivo con esta solución, y se permitió la evaporación del etanol en una campana con el flujo durante toda la noche, obteniendose de ésta forma placas no adherentes (pHEMA).  La suspensión celular resultante de la digestión del tejido mamario o del tumor se sembró a una densidad de 10.000 células viables/cm2 en placas pHEMA o comerciales con baja capacidad de adhesión (Corning) con medio de proliferación (Tabla I) (25ml en placas de 154cm2). Los cultivos se mantuvieron a 37ºC, 5% de CO2 y 95% de humedad. Transcurridos siete días de cultivo, se determinó la formación de mamosferas o de tumorosferas.  
Tabla I. Composición del medio de cultivo y de las soluciones empleadas para el aislamiento de las 
MaECs y de las MaTCs de ratón 
 
Medio de Proliferación Componente Concentración Casa Comercial DMEM-F12 1x Gibco B27 sin ácido retinoico 1x Gibco Heparina 2mg/ml Fluka bFGF 2ng/ml Guillermo Jimenez, CIB EGF 200ng/ml Miltenyi Biotec Penicilina 100U/ml BioWhittaker Estreptomicina 100mg/ml BioWhittaker Anfotericina B 250ng/ml BioWhittaker b-Mercaptoetanol 5x10-5M Fluka L-Glutamina 2mM Gibco Gentamicina 100mg/ml Gibco 
Solución de Lavado Componente Concentración Casa Comercial PBS 1x - BSA 1% (p/v) Roche EDTA 5mM Sigma 
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Diferenciación de las células que conforman la mamosfera 
 Las mamosferas se recogieron tras siete días de cultivo, disgregándose enzimáticamente con 0,05% (p/v) de Tripsina-EDTA (Gibco) durante cinco minutos a 37ºC. La actividad enzimática de la Tripsina se inhibió mediante la adición de FCS (Cambrex Bio Science) al 1%, y se pasó repetidamente dicha solución a través de una aguja de 25G para romper los agregados celulares y obtener una suspensión de células aisladas. Dicha suspensión se centrifugó a 800 x g durante cinco minutos, y las células presentes en el sedimento se resuspendieron en medio de proliferación (Tabla I) para su contaje. Estas células se sembraron a una densidad de 32 células viables/cm2 en placas de 24 pocillos, donde previamente se habían introducido cubreobjetos de cristal pre-tratados con una solución de 10μg/m l colágeno tipo IV (Sigma) en PBS durante toda la noche a 4ºC ó durante dos horas a 37ºC, y esterilizados con etanol al 70% (v/v) y con agua destilada estéril. A cada pocillo se añadió medio de cultivo de diferenciación (Tabla II), y las placas se incubaron a 37ºC, 5% de CO2 y 95% de humedad durante cinco días. En estas condiciones tiene lugar la diferenciación hacia células ductales y mioepiteliales. La diferenciación a células alveolares, se obtuvo en un segundo paso. Tras retirar el medio de diferenciación, se añadió sobre cada cubreobjetos una monocapa de GFR MatrigelTM (BD Biosciences) 1:3 (v/v) en medio de diferenciación (Tabla II), y se incubó durante 30 minutos a 37ºC para permitir la solidificación del MatrigelTM. A continuación, se añadió nuevo medio de diferenciación (Tabla II) suplementado con 1μg/ml de prolactina (Sigma) y se incubaron a 37ºC, 5% de CO2 y 95% de humedad durante tres o cuatro días.  Una vez obtenidas las células diferenciadas, se fijaron con metanol absoluto a -20ºC durante 20 minutos, se lavaron tres veces en una solución que contenía 0,03% (v/v) de Tritón X-100 (Fluka) en PSB durante 10 minutos para su permeabilización, y se mantuvieron a 4ºC en PBS hasta su posterior uso.  
Tabla II. Composición del medio de cultivo empleado para la diferenciación de las 
células que conforman las mamosferas. 
 
Medio de Diferenciación Componente Concentración Casa Comercial Ham´s F-12 1x Lonza FCS 5% (v/v) Cambrex Insulina 5mg/ml Sigma Hidrocortisona 1mg/ml Sigma EGF 10ng/ml Miltenyi Biotec Toxina Colérica 10mg/ml List Biological Laboraries Penicilina 100U/ml BioWhittaker Estreptomicina 100mg/ml BioWhittaker Anfotericina B 250ng/ml BioWhittaker b-Mercaptoetanol 5x10-5M Fluka 
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Análisis por dilución límite (LDA) de células formadoras de 
mamosferas o tumorosferas  La suspensión celular resultante de la digestión del tejido mamario o de un tumor, se sembró en medio de proliferación (Tabla I) en placas de 96 pocillos de fondo plano con baja capacidad de adhesión (Corning), a una densidad de 100, 300, 1000 y 3000 células/pocillo, en 24 pocillos para cada densidad. Aunque la detección de mamosferas o tumorosferas se pueden detectar a los siete días de cultivo a 37ºC, 5% de CO2 y 95% de humedad, los análisis no se realizaron hasta los 14 días, para distinguir entre mamosferas o tumorosferas y posibles agregados celulares. Se determinó, para cada densidad celular, la fracción de pocillos positivos para mamosferas o tumorosferas, y a partir de dichas fracciones, mediante análisis estadístico, la frecuencia de células capaces de generar mamosferas o tumorosferas.    
Análisis de marcadores celulares mediante citometría de flujo  
 La suspensión celular resultante de la digestión del tejido mamario o de un tumor se incubó con una solución de bloqueo (Tabla III) durante 10 minutos a 4ºC. A continuación, se incubó con los respectivos anticuerpos primarios (Tabla IV) durante 45 minutos a 4ºC. Tras lavar las células con PBS y centrifugarlas a 800 x g, se incubaron con los correspondientes anticuerpos secundarios marcados con fluorocromos (Tabla IV) durante 20 minutos a 4ºC. Finalmente, tras lavar las células y centrifugarlas, se resuspendieron en una solución salina de PBS suplementado con 
20μg/ml de ioduro de propidio (PI) para descartar las células muertas (PI positivas). Todos los ensayos se realizaron en un citómetro de flujo XL o FC500 usando para el análisis de los datos el programa Expo32 (Coulter).  
Tabla III. Composición de las soluciones empleadas en citometría de flujo, inmunocitoquímica e 
inmunohistoquímica, antes de la realización de los marcajes de los antígenos 
 
Solución de Bloqueo Componente Concentración Casa Comercial PBS 1x - BSA 3% (p/v) Roche Azida Sódica 0,0025% (p/v) Fluka Suero del animal en el que se genera el anticuerpo secundario 10%(v/v) - 
Tampón Citrato Componente Concentración Casa Comercial Ácido Cítrico  0,1M Fluka Citrato Sódico 0,1M Fluka H2O - -  
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Tabla IV. Anticuerpos utilizados en citometría de flujo, inmunocitoquímica e inmunohistoquímica 
  
Anticuerpos primarios Anticuerpo Hospedador Casa comercial Clon / Cat #  Dilución CD24-Biotina Rata, monoclonal BD Pharmingen M1/69 0,5µg/106células CD29-FITC Hamster, monoclonal BD Pharmingen Ha2/5 0,5µg/106células CD29-Biotina Hamster, monoclonal BD Pharmingen Ha2/5 0,5µg/106células CD61-PE Hamster, monoclonal BD Pharmingen 2C9.G2 0,5µg/106células NaPi-11b Conejo, antisuero Dr. J. Biber, U. Zurich - 1:400 
α-SMA-Cy3 Ratón, monoclonal Sigma 1A4 1:1600/1:200* Troma-I Rata, monoclonal NIH developmental studies hybridoma bank, Iowa Troma-I 1:20/1:200* RE Conejo, policlonal Santa Cruz MC-20 1:50 Sca-1 Rata, monoclonal BD Pharmingen E13-161.7 0,5µg/106células c-Kit-PE Ratón, monoclonal BD Pharmingen 2B8 0,5µg/106células Living Colors EGFP  Ratón, monoclonal Clontech 632459 1:200 Living Colors DsRed Conejo, policlonal Clontech 632496 1:200 
β-Caseina Cabra, policlonal Santa Cruz Biotechnology M-14 1:200 
Anticuerpos secundarios  Anticuerpo Hospedador Casa comercial Clon  Dilución Anti-Ratón, IgM- Alexa 488 Cabra Molecular Probes A-11001 1:800 Anti-Conejo, IgM-Alexa 488 Cabra Molecular Probes A-11008 1:800 Anti-Conejo, IgM-Alexa 647 Cabra Molecular Probes A-21244 1:200 Anti-Conejo, IgM-Alexa 568 Cabra Molecular Probes A-11011 1:800 Anti-Conejo, IgM-Texas Red Cabra Molecular Probes T-2767 1:800 Anti-Rata, IgM-Alexa 488 Cabra Molecular Probes A-11006 1:800/1:200* Anti-Cabra, IgM- FITC  Conejo Molecular Probes A-11078 1/800 Streptavidina Alexa 647 - Invitrogen S-32357 0,25µg/106células Streptavidina Texas Red - Molecular Probes S-872 0,25µg/106células Streptavidina Alexa 488 - Molecular Probes S-32354 0,25µg/106células DAPI - Sigma D-9542 20µg/µl / 0,09ng/ml* * La concentración empleada varía dependiendo de si se realiza una inmunohistoquímica o una inmunocitoquímica. 
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Separación de poblaciones celulares mediante Sorting  
 La suspensión celular así como las tinciones con anticuerpos primarios y secundarios se realizaron tal y como se han descrito en apartados anteriores. Además, en este caso, las células se mantuvieron en condiciones de esterilidad y en ausencia de azida sódica. Tras el marcaje, las células se separaron utilizando un FACS Vantage (BD) con una boquilla de 90 ó 100μm y en condiciones de esterilidad.  Las células se recogieron directamente en tubos eppendorf de 1.5 ml cuando éstas se iban a utilizar en trasplantes. Sin embargo, para crecer mamosferas o tumorosferas, las células se recogieron en placas de 96 pocillos con baja capacidad de adhesión (Corning), conteniendo cada pocillo 100μl de medio de proliferación (Tabla I), a los que posteriormente se les añadieron otros 100μl.    
Inmunocitoquímica de células diferenciadas 
 Se eliminó el PBS que conservaba las células fijadas y permeabilizadas y se añadió a los pocillos solución de bloqueo (Tabla III), manteniéndose durante una hora a temperatura ambiente. A continuación, las células se incubaron con los respectivos anticuerpos primarios (Tabla IV) durante toda la noche a 4ºC. Tras lavar las muestras con PBS tres veces durante 10 minutos en agitación, las células se incubaron con los correspondientes anticuerpos secundarios (Tabla IV) durante una hora a temperatura ambiente. Finalmente, tras lavar las muestras con PBS tres veces durante 10 minutos en agitación, se montaron los cubreobjetos, que contenían las células pegadas, con el medio de montaje Mowiol y utilizando DAPI (0,09ng/ml) como tinción de contraste, en portaobjetos. Las muestras se secaron durante toda la noche, en oscuridad y a temperatura ambiente. Las preparaciones se mantuvieron en oscuridad a 4ºC hasta que se analizaron con un microscopio de confocal Leica TCS SP5 AOBS.   
Inmunocitoquímica de mamosferas o de tumorosferas  Las mamosferas o las tumorosferas se recogieron en tubos de 15 ml, y sin ser disgregadas, se fijaron en 4% (p/v) de PFA en PBS durante 20 minutos a temperatura ambiente. A continuación, se lavaron en PBS centrifugando a 800 x g durante cinco minutos, y fueron resuspendidas en una solución de bloqueo (Tabla III) durante una hora a temperatura ambiente. Las preparaciones se incubaron durante toda la noche a 4ºC con los anticuerpos primarios correspondientes (Tabla IV), se lavaron con PBS mediante centrifugación a 800 x g durante cinco minutos, y se incubaron con una solución de PBS conteniendo los anticuerpos secundarios (Tabla IV) durante una hora a temperatura ambiente. Finalmente, tras varios lavados de cinco minutos con PBS, se resuspendieron en el medio de montaje Mowiol utilizando DAPI (0,09ng/ml) como tinción de contraste. Las muestras se colocaron sobre portaobjetos, se montaron los cubreobjetos, y se dejaron secar durante toda la noche a temperatura ambiente y en 
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oscuridad. Las preparaciones se mantuvieron en oscuridad a 4ºC hasta que se analizaron con un microscopio de confocal Leica TCS SP5 AOBS.   
Tinción de la glándula mamaria con Alumbre Carmín 
 Se extrajeron las glándulas mamarias (par cuatro) de ratones y se extendieron sobre un portaobjetos. Una vez adheridas al portaobjetos, se introdujeron en un tubo de 50 ml para su fijación con solución Carnoy (Tabla V) durante dos horas a temperatura ambiente. A continuación, las muestras se lavaron con etanol al 70% (v/v) durante 15 minutos, y se introdujeron lentamente en agua destilada, donde se mantuvieron durante cinco minutos. Se incubaron las muestras durante toda la noche a temperatura ambiente y en oscuridad con la solución de tinción Alumbre Carmín (Tabla V). Las muestras se deshidrataron mediante lavados de 15 minutos con etanol al 70% (v/v), con etanol al 95% (v/v), y con etanol absoluto. A continuación se llevó a cabo un lavado con xileno (Merck) durante toda la noche. Las muestras se montaron con medio de montaje Permount (Fisher), se dejaron secar, y se fotografiaron.  
Tabla V. Composición de las soluciones empleadas para la tinción de las glándulas mamarias de 
ratón con Alumbre Carmín 
 
Solución de Fijación Carnoy Componente Concentración Casa Comercial Etanol al 100% 60% (v/v) Merck Cloroformo 30% (v/v) Merck Ácido acético glacial 10% (v/v) Merck 
Solución de Tinción Alumbre Carmín Componente Concentración Casa Comercial Carmín 2g/l Sigma Sulfato Potásico de Aluminio 5g/l Sigma Cristal de Timol 1g/l Sigma H2O destilada - - La solución de Alumbre Carmín se preparo a 100ºC durante 20 minutos, tras filtrarlo se le añadió Cristal de Timol como conservante, y se mantuvo a 4ºC en oscuridad.   
Inmunohistoquímica 
 Los cortes de glándula mamaria en los que se realizaron las inmunocitoquimas fueron preparados en el Servicio de Histología del Centro Nacional de Biotecnología (CNB–CSIC). Se enviaron las glándulas mamarias que habían sido fijadas en 4% (p/v) de paraformaldehido (PFA) (Merk) en PBS durante dos horas a 4ºC que  posteriormente se lavaron con PBS, o bien glándulas mamarias teñidas con Alumbre de Carmín, a las que se les eliminó el Permount con xileno previamente. Las muestras fueron incluidas 
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en bloques de parafina, y las secciones de tejido 6 µm de espesor fueron recogidas sobre portaobjetos.   Para eliminar la parafina, las muestras se incubaron durante 1hora a 60ºC, y se lavaron 3 veces durante 3 minutos con xileno. Después se rehidrataron en etanol absoluto, etanol al 95% (v/v), etanol al 80% (v/v) y etanol al 75% (v/v), seguido de varios lavados de 5 minutos con PBS. El desenmascaramiento antigénico de las muestras se llevó a cabo hirviéndolas en Tampón Citrato (Tabla III) durante 20 minutos. Una vez enfriadas las muestras (20 minutos a temperatura ambiente), se realizaron cuatro lavados en agua destilada y un lavado en PBS, todos ellos de una duración de cinco minutos.  Para la inmunodetección de proteínas nucleares, se permeabilizaron las muestras con 0,5% (v/v) Tritón X-100 (Fluka) en PBS durante 15 minutos y agitación suave. Además, los lavados realizados durante el marcaje se realizaron con 0,1% (v/v) Tween 20 (Sigma) en PBS.  Los marcajes con anticuerpos de las secciones de tejido mamario se realizaron en gota, a partir de delimitar cada sección con un rotulador hidrofóbico. Las muestras se colocaron en una cámara húmeda tapada, evitando de esta forma su deshidratación, todo el proceso de marcaje se llevó a cabo en un agitador orbital. Las muestras se mantuvieron en solución de bloqueo (Tabla III) durante una hora a temperatura ambiente. A continuación, se incubaron con los respectivos anticuerpos primarios (Tabla IV) durante toda la noche a 4ºC. A la mañana siguiente, las muestras se lavaron con PBS tres veces durante 10 minutos, y se incubaron con los correspondientes anticuerpos secundarios (Tabla IV) y DAPI (0,5ng/ml) como tinción de contraste, durante una hora a temperatura ambiente. Finalmente, tras lavar las muestras con PBS tres veces durante 10 minutos, se montaron las muestras con el medio de montaje Mowiol (Calbiochem) y cubreobjetos, dejándose secar en oscuridad a temperatura ambiente durante toda la noche. Las muestras fueron almacenadas en condiciones de oscuridad a 4ºC hasta que se analizaron con un microscopio de confocal Leica TCS SP5 AOBS.   
Trasplantes de glándula mamaria 
 Para los trasplantes de glándula mamaria se utilizaron como receptores, si no se indica lo contrario, ratones hembras de tres semanas de edad. Los ratones se anestesiaron por vía intraperitoneal, suministrando una solución de PBS conteniendo Ketamina (100mg/kg) y Xilacina (10mg/kg). Pasados alrededor de 10 minutos después de anestesiar al ratón, cuando éste estaba dormido, se procedió a colocarle en posición decúbito dorsal, y con la ayuda de pinzas y tijeras se le realizó una incisión en la piel en la zona ventral-caudal (Figura 23A). Seseparó la piel que cubría la zona derecha del ratón, permitiendo de esta forma la localización de la mama derecha del par 4. A continuación se separó el tejido mamario de la piel, se cauterizaron los vasos sanguíneos a nivel del ganglio linfático, y tomando éste como referencia, se eliminó 
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mediante un corte la zona de la glándula mamaria que contenía el epitelio mamario (Figura 23B). El trasplante se realizó en el estroma de la glándula mamaria libre de epitelio (Figura 22C-D). Seguidamente, se volvió a colocar la piel levantada en su sitio original (Figura 23E), y se procedió de igual forma a la realización del trasplante en la mama izquierda del par 4 (Figura 23B’-23D’).  Una vez realizado el trasplante en las dos mamas del par 4, se cerró la incisión con grapas (Figura 23F), y se aplicó Povidona Yodada para evitar infecciones. Los animales se mantuvieron sedados durante todo el procedimiento, y las grapas se extrajeron 2 semanas después de la cirugía.  
 
Figura 23. Metodología para los trasplantes de mama (par 4) de ratón. (A) Colocar al ratón en 
posición decúbito dorsal y realizar una incisión en la piel en la zona ventral-caudal. (B) Separar la piel, 
permitiendo de ésta forma la localización de la mama derecha del par 4. Eliminar el fragmento de 
estroma que contiene el epitelio mamario. (C-D) Realizar el trasplante en la fracción de estroma libre de 
epitelio mamario. (E) Colocar la piel levantada en su sitio original. (B`-D`) De igual forma proceder a 
realizar el trasplante en la mama izquierda del par 4. (F) Finalmente cerrar la incisión con ayuda de 
grapas.  Las glándulas mamarias trasplantadas se analizaron mediante tinción con Alumbre Carmín, utilizando una lupa de fluorescencia (Leica Microsistems), o bien mediante citometría de flujo. Para un análisis más detallado de las glándulas mamarias reconstituidas, se realizaron inmunohistoquímicas de secciones que fueron analizadas mediante microscopía confocal.   Cuando se trasplantaban células tumorales, se examinaba todas las semanas, mediante palpación, el par 4 mamario de las ratonas trasplantadas, determinando de esta forma la aparición de tumores. 




Trasplantes de suspensión celular 
 MaECs o MaTCs provenientes de digestiones de mamas o tumores mamarios respectivamente, se resuspendieron en medio de proliferación (Tabla I) 8:1 (v/v) GFR MatrigelTM (BD Biosciences), al que se le añadió Nigrosina 1:1000 (v/v). Tanto la jeringa Hamilton de 10µl, con la que se inyectan las células, como la suspensión celular, se mantuvieron en hielo para inhibir que el MatrigelTM se solidificara. Se inyectaron 5µl de suspensión celular en cada estroma mamario libre de epitelio, y el sitio de inyección se visualizó por la presencia de Nigrosina en la suspensión celular.  
Trasplantes con una fracción de tejido mamario 
 Una fracción de glándula mamaria adulta de alrededor de 1mm3 de tamaño se introdujo en una cavidad a modo de bolsillo generado quirúrgicamente en el estroma mamario libre de epitelio de la hembra receptora.   
Trasplantes en hembras receptoras adultas 
 Para poder utilizar hembras adultas como receptoras de trasplantes de mama, se procedió a eliminarles el epitelio mamario del par 4 a las 3 semanas de edad, ya que para realizar los trasplantes se necesita un estroma con espacio para que se pueda llevar a cabo la elongación ductal, y una hembra adulta tiene ocupado todo el estroma mamario por epitelio. De ésta forma, al cumplir 8-10 semanas de edad, estas ratonas poseían estromas libres de epitelio y con espacio para la regeneración de la glándula mamaria, en los cuales se realizaron trasplantes de suspensión celular (descritos anteriormente).  
Trasplantes de una mamosfera o una tumorosfera 
 Se utilizó un microscopio con un objetivo 20x para localizar mamosferas o tumorosferas aisladas dentro un cultivo. Con una pipeta de 10μl, se extrajeron 5μl de medio del cultivo que contenía una única mamosfera o una única tumorosfera, y 
posteriormente se depositaron los 5μl en forma de gota en una placa pHEMA colocada sobre hielo. Tras comprobar que cada gota contenía una única mamosfera o una única tumorosfera, se añadió 1µl de GFR MatrigelTM (BD Biosciences) y Nigrosina (v/v) 1:1000 a cada gota, y con la ayuda de una jeringa Hamilton de 10μl, previamente enfriada, tomamos la gota y la inyectamos en el estroma mamario libre de epitelio de las hembras receptoras.   
Ovariectomías y castraciones 
 Se extirparon los ovarios en la hembra (ovariectomía) para bloquear la secreción de estrógenos. Una vez anestesiada (detallado en el apartado de trasplantes), se colocó en posición decúbito ventral, y con ayuda de pinzas y tijeras se le realizó una incisión 
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en la piel, y posteriormente en el mesotelio, de aproximadamente 1cm, en el cuadrante inferior del dorso al lado izquierdo. El ovario rodeado de grasa se extirpó de la cavidad peritoneal con la ayuda del cauterizador. De igual forma, se procedió a la extirpación del ovario derecho. Las incisiones realizadas en el mesotelio se cerraron mediante puntos de sutura, mientras que las realizadas en la piel se cerraron con grapas.  Se extirparon los testículos en el macho (castración) para disminuir los niveles de andrógenos. Una vez anestesiado, se colocó en decúbito dorsal. Con ayuda de pinzas y tijeras se le realizó una incisión en la piel y posteriormente en el mesotelio, de aproximadamente 1cm, en el centro del cuadrante inferior ventral. Los testículos se extrajeron de la cavidad peritoneal con la ayuda del cauterizador. Al igual que en las ovariectomías, las incisiones realizadas en el mesotelio se cerraron mediante puntos de sutura, mientras que las realizadas en la piel se cerraron con grapas.    
Extracción de RNA de la glándula mamaria 
 Para dejar el material que se iba a utilizar libre de ribonucleasas, las cuales degradan el RNA, se pre-trató con NaOH 0,1M en agua destilada durante 15 minutos, y posteriormente se lavó con agua destilada. Además, el manejo de los materiales siempre se realizó utilizando guantes.   Las glándulas mamarias extraídas de los animales fueron transferidas a nitrógeno líquido, y una vez congeladas, se introdujeron en tubos estériles que se mantuvieron a -80ºC. Las mamas congeladas fueron pulverizadas mecánicamente y resuspendidas en solución D (3ml/mama) (Tabla VI) de forma homogénea mediante agitación. Posteriormente se añadieron 300µl de Acetato de Sodio 2M (Fluka), 3ml de Fenol saturado en agua, y 600µl de Cloroformo-alcohol isoamílico 24:1 (v/v) (Fluka). La muestra se mantuvo a 4ºC durante 15 minutos con cierto grado de inclinación, y se centrifugó a 3.000 x g durante 20 minutos a 4ºC. Después de la centrifugación, se aisló la fase acuosa que contenía el RNA, y éste se precipitó con 3ml de Isopropanol (Fluka) a -20ºC durante 1 hora. A continuación, se centrifugó la muestra a 8.000 x g durante 30 minutos a 4ºC, y se resuspendió el precipitado en 600µl de la solución A (Tabla VI), con una posterior incubación a 50ºC durante 15 minutos para digerir los restos de proteína de la muestra. El RNA se extrajo tomando la fase acuosa después de añadir Cloropán (Tris-Fenol:Cloroformo:alcohol isoamilico 24:24:1) (v/v). Para precipitar el RNA se añadió 1/10 v de Acetato de Sodio 3M, 2,5 v de ETOH, y 1µl de Glicógeno (Roche). Se incubó durante toda la noche a -20ºC, y después de una centrifugación a 12.000 rpm durante 15 minutos a 4ºC se resuspendió el RNA (precipitado) en 20µl de H20 libre de ribonucleasas. La concentración del RNA se midió mediante el espectofotometría en un Nanodrop-2000 (Fisher Scientific), y las muestras de RNA (1µg/µl) se guardaron a -80ºC.  
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Tabla VI. Composición de las soluciones necesarias para la extracción de RNA de tejido 
 
Solución D Componente Concentración Casa Comercial Tiocianato de Guanidinio 50ml Fluka b-Mercaptoetanol 100mM Fluka 
Solución A Componente Concentración Casa Comercial Tris 1M 50µl/ml USB EDTA 0,5M 20µl/ml Sigma SDS 20% 50µl/ml Sigma Proteinasa K 10µl/ml Roche H2O libre de ribonucleasas - -   
Retrotranscripción (RT) 
 Para la síntesis de la cadena complementaria de DNA (cDNA) a partir de mRNA se utilizó el kit de RT (Roche). Se añadió 1µl de RNA en 12µl de la solución I (Tabla VII) y se procedió a la desnaturalización de la estructura secundaria mediante una incubación durante 10 minutos a 65ºC. Posteriormente, la muestra se enfrió rápidamente en hielo, se le añadió 7µl de la solución II (Tabla VII), y se incubó a 25ºC durante 10 minutos, permitiendo la unión del oligonucleótido al mRNA. Seguidamente se realizó una incubación a 50ºC durante 1 hora para sintetizar el cDNA. La transcriptasa reversa se inactivó mediante una incubación a 85ºC durante 5 minutos. Las muestras de cDNA se guardaron a -20ºC.  
Tabla VII. Composición de la solución necesarias para la RT 
 
Solución I Componente Volumen H2O 10µl Cebador hexámero arbitrario 2µl 








 Para la amplificación y cuantificación del cDNA de interés, se utilizaron cebadores, directos e indirectos, y sondas fluorescentes, ambos específicos de secuencia (Tabla VIII). Se añadieron 19µl de la solución de qPCR (Tabla IX) a cada pocillo de una placa de 96, a los que posteriormente se les añadió un 1µl de cDNA.   
Tabla VIII. Cebadores y sondas utilizadas para la qPCR 
 
Cebadores y sondas mRNA Cebador directo 5´-3´ Cebador inverso 5´-3´ Sonda (Roche) Wap GCCTCATGAGCCTTGTTCTT GGCTTTTGGGAACATGGAC 10 Stat5a AAGATCAAGCTGGGGCACTA CATGGGACAGCGGTCATAC 50 Elf5 TCTGGACCTAGCCACCACTT AGGGGGTCACAGAAGGATG 4 Sox2 TCCAAAAACTAATCACAACAATGG GAAGTGCAATTGGGATGAAA 63 Notch1 ACTATCTCGGCGGCTTTTC CTCCTCGGAGCAGTTAGACC 5 Gata3 TTATCAAGCCCAAGCGAAG CATTAGGGTTCCTCCTCCAG 77 Csn TCTGTCTAAGAGGATTTCCAGGTT CATTTCCAGTTTCAGTCAGTTCA 63 Krt14 ATCGAGGACCTGAAGAGCAA TCGATCTGCAGGAGGACA 83 Krt18 AGATGACACCAACATCACAAG CTTCCAGACCTTGGACTTCCT 78 Pgr CCCGCCATACCTTAACTACCT TGAGGTAAGGAATCAAAGCCATA 20 Tlr3 GATACAGGGATTGCACCCATA TCCCCCAAAGGAGTACATTAGA 26 Stat5b CGAGCTGGTCTTTCAAGTCA CTGGCTGCCGTGAACAAT 77 Esr1 GTGCCGTGTGCAATGACTAT TGCATTGGTTTGTAGCTGGA 106 Lgr5 CTTCACTCGGTGCAGTGCT CAGCCAGCTACCAAATAGGTG 60 C-Myc CCTAGTGCTGCATGAGGAGA TCCACAGACACCACATCAATT 77 Numb2 AGGAAGACCGATTTCCCAAT CAAGGAGCTGATGCTCTC 12 PKCiota TGACTACGGCATGTCTAAGGA CCGCAGAAAGTGCTGGTT 80 18S CTCAACACGGGAAACCTCAC CGCTCCACCAACTAAGAACG 55 
 
Tabla IX. Composición de la solución necesaria para la qPCR 
 
Mezcla de qPCR Componente Volumen Concentración final Casa Comercial ADN polimerasa termoestable* 10µl 1x Roche Sonda de hidrólisis (25µM) 0,2µl 250nM Roche Cebador directo (90µM) 0,2µl 900nM Fisher Cebador reverso (90µM) 0,2µl 900nM Fisher H2O 8,4µl - - * +ROX 100µM (6µ por tubo de ADN polimerasa termoestable) 
  La PCR cuantitativa se realizó en un termociclador con capacidad de hacer incidir sobre cada muestra un haz de luz de una longitud de onda determinada y de detectar la fluorescencia emitida por el fluoróforo excitado. Cuando se utilizan sondas específicas, la sonda suele estar unida a un fluoróforo en su extremo 3' y una molécula 
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(denominada en inglés «quencher») en el 5' que bloquea la emisión de fluorescencia por el fluoróforo (Figura 24A). Esta sonda marcada híbrida específicamente en el amplicón (Figura 24B), pero, debido a la cercanía del fluoróforo al quencher, no se emite fluorescencia. De este modo, cuando se efectúa la PCR, la polimerasa se topa con la sonda y la hidroliza mediante su actividad exonucleasa 5'-3', lo cual provoca la separación del quencher del fluorocromo, y por tanto, la emisión de fluorescencia (Figura 24C). Esto permite monitorizar un cambio del patrón de fluorescencia que sólo se produce si se amplifica la secuencia de ADN complementaria a la sonda específica. Con este abordaje se elimina cualquier posibilidad de amplificación inespecífica.  
 
Figura 24. Esquema de qPCR. (A) Unión específica de los cebadores al DNA. Las sondas utilizadas 
tienen un fluoróforo unido al extremo 3’ y un quencher en el 5’ que bloquea la emisión de fluorescencia 
del fluoróforo. (B) La polimerasa comienza a sintetizar la cadena complementaria del cDNA. La sonda 
hibrida con el amplicón. (C) La polimerasa hidroliza la sonda al toparse con ella, lo que provoca la 
separación del fluoróforo del quencher, y por tanto la emisión de fluorescencia.  Los sistemas de PCR a tiempo real detectaron la cantidad de fluorescencia producida en cada ciclo de PCR, y el software análisis representó dicha fluorescencia gráficamente respecto al número de ciclos (Figura 25). La cantidad de amplicón producido era proporcional al número de moléculas de RNA/DNA iniciales, de forma que en aquellas muestras con mayor expresión del gen, el amplicón fluorescente apareció en ciclos anteriores.  




Figura 25. Representación gráfica de la fluorescencia producida en cada ciclo de PCR respecto al 
número de ciclo. 
 La medida de la expresión génica por medio de RT-qPCR era una cuantificación relativa, en la que se comparó entre las diferentes muestras la expresión del gen objeto de estudio respecto a la expresión de un gen constitutivo cuya expresión no varía en las condiciones del experimento (RNA 18S). Es lo que se denomina normalización de la expresión del gen específico. El método de cuantificación que se empleó fue el del ∆∆Ct, en el que se compar ó directamente los Cts (número de ciclo al cual la intensidad de emisión del fluoróforo aumentó con respecto al ruido de fondo) del gen testado y gen de referencia (∆Ct) en cada muestra, y posteriormente se compararon los ∆Ct de la muestras experimentales con respecto a la muestra control (Schefe et al., 2006).  
Análisis estadístico  Los datos se expresaron como media ± desviación estándar de al menos 3 experimentos y fueron analizados utilizando el paquete estadístico SPSS 15.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). El análisis estadístico se realizó usando el test de la t de Student, y se consideraron las diferencias significativas cuando p<0,05.  
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La frecuencia de células capaces de generar mamosferas o tumorosferas (determinada como media ± desviación estándar) fue estimada interpolando la frecuencia de tener una célula precursora de media (F=0,37), representada en una gráfica semi-logarítmica que contiene en el eje x las células pocillo y en el eje y la frecuencia de cultivos negativos representada en una escala logarítmica. Este análisis se realizó usando las herramientas bioinformáticas del Walter & Eliza Hall Institute of Medical Research: http://bioinf.wehi.edu.au/software/elda/index.html (Hu and Smyth, 2009). Además, estas mismas herramientas bioinformáticas fueron utilizadas para el análisis de los trasplantes mamarios realizados en hembras receptoras, en los que se utilizaron concentraciones celulares en dilución límite.                                 
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Reconstitución de la glándula mamaria a partir de MaECs y MaSCs  La población de células madre de la glándula mamaria (MaSCs) se encuentra dentro de las células epiteliales mamarias (MaECs), y es la encargada de mantener la homeostasis del órgano. Cuando se realizan trasplantes mamarios, las MaSCs son las únicas células capaces de regenerar la glándula mamaria completa (Shackleton et al., 2006; Stingl et al., 2006). Con la finalidad de estimar la frecuencia de MaSCs dentro de las MaECs, realizamos trasplantes en los que introdujimos, en el par mamario abdominal de ratonas inmunodeficientes Rag2-/-, distintas concentraciones de MaECs (Figura 26A), aisladas de hembras GFP+/+ adultas. Cinco semanas después del trasplante, las hembras receptoras se cruzaron, y en los últimos días de gestación analizamos las mamas trasplantadas (Figura 26A). Sólo se regeneró una glándula mamaria de los dos estromas trasplantados con 625 MaECs (Figura 26B), y lo mismo observamos cuando  utilizamos 937 MaECs. Sin embargo, con las demás concentraciones se reconstituyeron las dos glándulas mamarias (Figura 26C-D). Con estos datos estimamos, mediante análisis de dilución límite, que 1 célula, de cada 669 células epiteliales mamarias (frecuencia 1/669 ±2SD 1/294-1/1522), era capaz de reconstituir una glándula mamaria completa (Figura 26A). 
 




Además, realizamos trasplantes seriados (secundarios y terciarios) a partir de glándulas mamarias reconstituidas con MaECs de ratona GFP+/+ adulta, observando reconstituciones de epitelio mamario en todos los trasplantes (Figura 27A). Estos datos, junto con análisis inmunohistoquímicos de glándulas mamarias reconstituidas en trasplantes terciarios, en las que se observaron ductos compuestos por células luminales y mioepiteliales (Figura 27B), similares a los presentes en las glándulas mamarias de las ratonas adultas (Figura 27C), permitieron demostrar que las células capaces de regenerar la glándula mamaria tenían capacidad de autorrenovación y de diferenciación, y que por tanto eran células madre mamarias (MaSCs). 
 




Subsecuentemente, realizamos trasplantes utilizando como células donantes una población de las MaECs, en particular, células con el fenotipo CD24+CD29alta, enriquecidas en MaSCs (Shackleton et al., 2006; Stingl et al., 2006). Aislamos las células mediante citometría de flujo de una suspensión de MaECs de hembras C57Bl/6 adultas, e inyectamos  distintas concentraciones de estas células en el estroma des-epitelializado de hembras Rag2-/- (Figura 28A). Después de 8 semanas, las hembras receptoras se cruzaron, y analizamos las mamas trasplantadas justo después del parto mediante tinción con Alumbre Carmín (Figura 28A-B). Observamos reconstitución del epitelio mamario en las glándulas mamarias trasplantadas  con  200, 100, 50 y 25 células (Figura 28B), sin embargo, no detectamos reconstitución en la glándula mamaria trasplantada con 12 células. Estos datos permitieron estimar que 1 de cada 18,5 células (frecuencia 1/18,5 ± 2SD 1/4,6-1/79) de la población CD24+CD29alta era capaz de reconstituir una glándula mamaria, generando estructuras alveolares durante la gestación. Por tanto, la población CD24+CD29alta estaba enriquecida al menos 36 veces en MaSCs en comparación con las MaECs. 
 
Figura 28. Reconstitución de glándulas mamarias a partir de la población CD24+CD29alta 




Reconstitución de la glándula mamaria en una ratona adulta Los trasplantes de glándula mamaria, en general, se realizaron en estromas libres de epitelio de hembras receptoras prepúberes, aprovechando así; el pico de estrógeno que se secreta durante la pubertad en las hembras receptoras, implicado en la elongación ductal (Daniel et al., 1987; Williams and Daniel, 1983), y el espacio en el estroma mamario (Figura 29A). Las ratonas adultas tienen todo el estroma mamario relleno de ductos, y aunque durante las etapas proestro y estro del ciclo estral los ovarios también secreten estrógeno, éste no está implicado en la elongación ductal. Realizamos trasplantes de mama, utilizando como células donantes MaECs de hembras prepúberes y adultas GFP+/+, en hembras adultas Rag2-/- (Figura 29B). Para poder utilizar estas hembras como receptoras, se les eliminó el epitelio mamario del par 4 a las 3 semanas de edad. De esta forma, al cumplir 8 semanas de edad (fin de la pubertad), e iniciarse los primeros ciclos estrales, estas ratonas poseían estromas libres de epitelio y espacio para la regeneración de la glándula mamaria. Analizamos las mamas trasplantadas a las 5 semanas del trasplante, observando reconstituciones completas del epitelio mamario, tanto en las mamas trasplantadas con MaECs de ratonas prepúberes, como en las mamas trasplantadas con MaECs de ratonas adultas (Figura 29B). Estos resultados indicaron que el estrógeno liberado durante los sucesivos ciclos estrales era suficiente para la reconstitución de la glándula mamaria, con la consiguiente elongación ductal, independientemente de que las células trasplantadas hubieran estado anteriormente expuestas al estrógeno (donantes adultas) o no (donantes prepúberes). 
 
Figura 29. Hembras 
receptoras prepúberes y 
adultas son capaces de 
reconstituir glándulas 




Una única mamosfera es capaz de reconstituir una glándula 





Figura 30. La mamosfera contiene una MaSC con capacidad de autorrenovación y 
diferenciación. (A) Una sola mamosfera micromanipulada a partir de un cultivo in vitro, e inyectada en un estroma mamario libre de epitelio de hembra receptora prepúber, es capaz regenerar un epitelio mamario completo. El análisis de las glándulas mamarias trasplantadas se realizó cuando las hembras receptoras fueron adultas, mediante una lupa utilizando luz UV. (B) Reconstitución de glándulas mamarias mediante trasplantes seriados. Las glándulas mamarias trasplantadas fueron analizadas mediante una lupa utilizando luz UV. No se muestra la reconstitución del trasplante terciario. (C) Análisis mediante inmunohistoquímica de secciones de tejido de una glándula mamaria reconstituida del trasplante cuaternario, tras el parto de la hembra receptora. Se utilizaron anticuerpos específicos frente a antígenos de células alveolares (NaPi y β-Caseína) marcados fluorescentemente, y las muestras se analizaron en un microscopio de confocal. 
 
Los machos contienen una población de MaSC capaz de regenerar 




(antígeno menor de histocompatibilidad) en las células de macho. Este antígeno se había identificado en linfocitos T, ya que daba lugar al rechazo inmunológico de células de macho trasplantadas en hembra, pero se desconocía su expresión en las células de macho de la glándula mamaria. Asimismo, también trasplantamos MaECs de hembra como control (Figura 30A). Las hembras receptoras se cruzaron cuando fueron adultas, y analizamos las mamas trasplantadas después del parto, observándose reconstituciones de epitelio mamario en las mamas donde se inyectaron células de macho, así como en los controles inyectados con células de hembra (Figura 31). Las glándulas mamarias reconstituidas con MaECs procedentes de machos presentaban estructuras alveolares similares a las reconstituidas con células control (Figura 31B).  
 
Figura 31. Reconstitución de glándulas mamarias en hembras receptoras a partir de 




con capacidad de autorrenovación y diferenciación a todos los tipos celulares que componen el tejido. 
 
Figura 32. Las MaECs de macho contienen una población de MaSCs con capacidad de 




(Figura 33C), demostrando que aunque las MaECs no fueran capaces de reconstituir una glándula mamaria de macho, sí contenían MaSCs que se mantuvieron vivas en la glándula mamaria de macho y que fueron capaces de reconstituir una glándula mamaria en el subsecuente trasplante en hembras, cuando poseían contexto hormonal apropiado. 
 
Figura 33. Los receptores macho no son capaces de reconstituir una glándula mamaria. 
Análisis mediante una lupa utilizando luz UV de las mamas de macho (A) trasplantadas con MaECs de hembra GFP+/+, (B) y trasplantadas con MaECs de macho GFP+/+. (C) Reconstitución de glándula mamaria de hembra a partir del re-trasplante de células GFP+ localizadas en macho. 
 
Análisis de las MaSCs más aptas para regenerar una glándula 




fueron confirmados mediante análisis inmunohistoquímicos de cortes de dichas mamas, observando que la mayoría de las células que componían los ductos procedían de la hembra donante (RFP+) (Figura 34C), aunque se detectó, en un bajo porcentaje, células de macho (GFP+) (Figura 34D), determinándose que las MaSCs de la hembra reconstituían la mayor parte de la glándula mamaria. Además, se demostró que ni la expresión de la proteína RFP ó GFP en las MaECs, ni un mayor número de MaECs, determinaban la regeneración de la glándula mamaria. 
 
Figura 34. Las MaSCs de hembra son más aptas que las de macho a la hora de regenerar una 
glándula mamaria. Análisis mediante una lupa utilizando luz UV de glándulas mamarias adultas trasplantadas (A) con una mezcla de 5.000 MaECs de hembra GFP+/+ y 5.000 MaECs de macho RFP+/-, y (B) con una mezcla de 5.000 MaECs hembra RFP+/- y 15.000 MaECs de macho GFP+/+. (C y D) Análisis mediante  inmunohistoquímica de secciones de tejido de una glándula mamaria reconstituida con una mezcla de 5.000 MaECs hembra RFP+/- y 15.000 MaECs de macho GFP+/+. Se utilizaron anticuerpos específicos de GFP y RFP marcados con fluorescencia, y la detección se realizó utilizando un microscopio de confocal. 
 













Mientras que en las hembras AREG-/-, a pesar de haber síntesis de estrógeno durante la pubertad, no observamos elongación ductal, en las glándulas mamarias de ratonas adultas que habían sido trasplantadas a las 3 semanas de edad con una mezcla de MaECs de ratona AREG-/- y MaECs de ratona GFP+/+, si observamos la elongación de los ductos durante la pubertad (Figura 36A), y con ello la expansión de las MaSCs. Además, los ductos estaban compuestos por células AREG-/- y células GFP+ (Figura 36C). Sin embargo, no observamos reconstitución de las glándulas mamarias trasplantadas sólo con MaECs de hembra AREG-/- (Figura 36B). Demostramos así, que el bloqueo en la expansión de las MaSCs debido a la ausencia de anfirregulina se podía contrarrestar mediante la anfirregulina secretada por las células GEP+ en respuesta al estrógeno sintetizado durante la pubertad. La anfirregulina actuaría tanto en las MaSCs GFP+ como en las AREG-/-, permitiendo la expansión necesaria para regenerar la glándula mamaria. Igualmente, las hembras AREG+/-, que sintetizaban la mitad de cantidad de anfirregulina, presentaban un desarrollo de la glándula mamaria similar al de las hembras silvestres (Figura 36D). 
 




Papel de las hormonas sexuales en la aparición de tumores Hipotetizamos que la expansión de las MaSCs durante la pubertad podría tener un efecto en el desarrollo de tumores, y para demostrarlo analizamos la presencia de tumores en ratonas MMTV-Neu en las que habíamos modulado (disminuyendo o aumentando) la expansión de las MaSCs. Utilizamos el modelo de ratón transgénico MMTV-Neu, en el que la expresión del oncogén Neu (receptor ErbB2) se encuentra bajo la regulación transcripcional del LTR del virus del tumor mamario del ratón (MMTV), que actúa específicamente en las células de la glándula mamaria. Además, la progresión del tumor depende de mutaciones somáticas en el receptor, las cuales promueven su activación (Bouchard et al., 1989; Guy et al., 1992; Muller et al., 1988; Siegel et al., 1999). En dicho modelo, sólo las hembras desarrollan tumores mamarios, y lo hacen, normalmente, entre los 7 y 10 meses de edad (Figura 37A). Sin embargo, los machos, a pesar de expresar el transgén, no desarrollan tumores mamarios (Figura 37A). Además, las hembras MMTV-Neu tienen glándulas mamarias con ductos muy ramificados, los cuales presentan un retardo temporal en el relleno completo del estroma con respecto a los ductos de glándulas mamarias de hembras silvestres (Figura 37B). 
 













Factores implicados en la formación de tumores Realizamos nuevos trasplantes en estromas de hembras FVB, en los que introdujimos fracciones de epitelio de una glándula mamaria pre-neoplásica perteneciente a una hembra MMTV-Neu de 7 meses y medio de edad (Figura 39A), que había desarrollado tumores en otras mamas. A pesar de que las mamas trasplantadas se regeneraron (Figura 39B), ninguna de ellas desarrolló tumores en los 10 meses posteriores al trasplante. Además, las glándulas mamarias reconstituidas presentaban un fenotipo más parecido al de glándulas mamarias de hembras silvestres que al de las mamas pre-neoplásicas de las hembras MMTV-Neu. Por otra parte, también trasplantamos MaECs de ratonas FVB adultas en el par cuatro mamario de ratonas FVB-MMTV-Neu prepúberes. Cuando las hembras receptoras alcanzaron la edad de 8 meses comenzaron a desarrollar tumores en las mamas no trasplantadas, tal y como era de esperar en este modelo de ratón transgénico, pero no desarrollaron tumores en las mamas trasplantadas (Figura 39C). En este experimento el desarrollo de tumores en las mamas trasplantadas estaba limitado en el tiempo, tiempo en el que las mamas no trasplantadas desarrollaron tumores. Las mamas reconstituidas con FVB MaECs (Figura 39D), aunque presentaban un fenotipo muy parecido al de las mamas pre-neoplásicas MMTV-Neu (Figura 39A), no desarrollaron tumores. Estos resultados determinaron que era necesaria, aunque no suficiente, la expresión del transgén Neu en las células epiteliales mamarias para que los ratones desarrollaran tumores mamarios. 




Las hembras MMTV-Neu+/-, obtenidas del cruce de una hembra FVB-MMTV-Neu+/+ con un macho FVB silvestre, desarrollaban tumores mamarios con una cinética similar a la de las hembras FVB-MMTV-Neu+/+ (Figura 40A). Sin embargo, las hembras obtenidas del cruce de una hembra FVB-MMTV-Neu+/+ con un macho C57Bl/6-GFP+/+ no desarrollaron tumores (Figura 40A), y además, el fenotipo de las mamas (Figura 40B) era más parecido al de las mamas de ratonas silvestres. Estos datos mostraron que independientemente de que el transgen MMTV-Neu se expresara en homocigosis o en heterocigosis, siempre que el fondo genético del ratón fuera FVB, las hembras desarrollaban tumores mamarios con la misma cinética. Sin embargo, en un fondo genético mixto (50% FVB-50% C57Bl/6), las hembras no desarrollaron tumores, sugiriendo que el fondo genético sea relevante en el desarrollo de tumores en el modelo MMTV-Neu. 
 
Figura 40. Importancia de la expresión del transgén y del fondo genético en el desarrollo de 
los tumores. (A) Representación gráfica de la aparición de tumores en hembras que expresan el transgén MMTV-Neu en heterocigosis, en fondo FVB o 50% FVB-50% C57Bl/6. (B) Tinción Alumbre Carmín. Análisis de la estructura de glándula mamaria de hembras descendientes del cruce de hembras FVB MMTV-Neu con machos C57Bl/6 silvestres.  
Características de las células que componen los tumores que se 




del antígeno, que correspondían con el 50% y 18% de las MaECs respectivamente (Figura 41C y 41F). Sin embargo, en los tumores se detectaba un número mayor de células con alta expresión de CD24 (17% de MaECs y 40%de MaTCs ) y una proporción menor de células CD24- (35% de MaECs y 11% de MaTCs) (Figura 41B). De forma inversa, en las MaTCs se observaron dos poblaciones de células Sca-1+, mientras que las MaECs sólo presentaban una única población de células positivas para éste anticuerpo, disminuyendo drásticamente la población Sca-1alta, del 82% en las MaECs al 16% en las MaTCs (Figura 41D). La expresión de C-kit también variaba; el 85% de las MaECs eran C-kit- o C-kitbaja, por el contrario, el 63% de las MaTCs eran C-kitalta, y además se observaba una población con altos niveles de C-kit que no aparecía en las MaECs (Figura 41E). 
 













Identificación de las MaCSCs Con la finalidad de identificar la MaCSC que originaría la tumorosfera, procedimos a determinar la capacidad de formación de tumorosferas de distintas poblaciones de MaTCs. Para ello, pusimos en cultivo distintas poblaciones de MaTCs con una expresión diferencial de los antígenos anteriormente estudiados (Figura 43A-E) a una densidad que no permitía la agregación celular (600 células/pocillo de placa de 96). 
 
Figura 43. Separación de poblaciones dentro de las MaTCs mediante citometría de flujo 
utilizando los antígenos; (A) CD24, (B) CD29, (C) Sca-1, (D) C-kit y (E) CD61, y la combinación 













También utilizamos la combinación de los anticuerpos CD29 y C-kit para aislar la población de MaTCs enriquecida en MaCSCs, aunque en este caso realizamos trasplantes con las distintas poblaciones resultantes (Figura 43K). Trasplantamos distintas concentraciones de MaTCs, dependiendo de la población, de manera que de la población más pequeña, C-kit-CD29alta, trasplantamos 1000 células por mama, y de la población más grande, C-kit+CD29baja, que es 10 veces mayor que la pequeña, trasplantamos 10.000 células por mama (Tabla X). En todos los grupos de ratonas trasplantadas con las distintas poblaciones apareció algún tumor, aunque existía variación en la frecuencia entre las distintas poblaciones; desarrollaron tumores el 0,3% de las mamas trasplantadas con la población C-kit-CD29alta, el 0,6% de las trasplantadas con C-Kit-CD29baja, el 0,75% de las trasplantadas con C-kit+CD29alta, y todas las mamas trasplantadas con la población C-kit+CD29baja (Tabla X). Estos datos demostraron que la combinación de los anticuerpos C-kit y CD29 no era idónea para aislar la población de MaTCs enriquecida en MaCSCs. 
Tabla X. Trasplantes de distintas poblaciones de MaTCs en estromas mamarios de hembras FVB. 
Análisis de mamas que desarrollan tumores     
 
Biología de la glándula mamaria en machos Debido a que los machos MMTV-Neu no desarrollan tumores mamarios, sin embargo, los trasplantes de MaTCs en machos FVB generaban tumores con la misma frecuencia y cinética que en hembra, analizamos las glándulas mamarias de macho para determinar si había diferencias detectables con las de hembra. A diferencia de las hembras, en las glándulas mamarias de los machos no se observa elongación ductal. En los machos se mantiene la estructura epitelial mamaria rudimentaria, aunque ésta crece isométricamente con el resto del cuerpo a lo largo de la vida del ratón (Figura 45A-D). Asimismo, los ductos de machos adultos (11 semanas) estaban formados por células ductales, algunas de ellas con expresión de ER (Figura 45G), rodeadas de una capa de células mioepiteliales (Figura 45C), composición similar a la que presentaban los ductos de las hembras de la misma edad (Figura 45H). Sin embargo, en nuestro laboratorio se observó que las células ductales mamarias de los machos con una elevada edad no expresaban TROMA-I, marcador de células ductales. 




Analizamos la composición de los ductos de machos de distinta edad para conocer la edad en la que comenzaba a observarse el bloqueo en la diferenciación luminal. En los machos, a partir de las 16 semanas de edad observamos un descenso en la expresión del marcador (TROMA-I) de las células ductales (Figura 45D), perdiéndose completamente en la semana 23 (Figura 45E),  sin que esto afectara a la propia estructura del ducto. Este efecto era específico de las células epiteliales de macho, ya que no le observamos en las células ductales mamarias de hembras, que seguían expresando dicho marcador ductal (Figura 45F). 
 
Figura 45. Análisis de la estructura epitelial y de la expresión de marcadores específicos en 




Como control, también analizamos la composición de los ductos presentes en las glándulas mamarias de hembras adultas, ovariectomizadas a las 3 semanas de edad, en las cuales el estrógeno no había tenido un posible efecto en su desarrollo. Los ductos que componían estas glándulas mamarias estaban formados por células que expresaban α-SMA, y células que expresaban TROMA-I (Figura 46C), determinando de esta manera que la ausencia o los bajos niveles de estrógeno no afectaban al bloqueo de la diferenciación luminal.  Realizamos trasplantes en los que se inyectaron MaECs de machos de 32 semanas, que no expresaban el marcador ductal TROMA-I, en estromas de hembras singénicas. Cuando las hembras receptoras llegaron a la madurez sexual, analizamos las mamas trasplantadas mediante inmunohistoquímica, observándose que los ductos de las mamas regeneradas estaban formados por células mioepiteliales que expresaban α-SMA y células ductales que expresaban TROMA-I (Figura 46D), demostrándose que el bloqueo de la diferenciación que comenzaba a apreciarse en los machos a partir de las 16 semanas era reversible cuando las células se encontraban en un contexto hormonal de hembra. 
 
Figura 46. Efecto de la castración en la expresión del marcador específico de células ductales 




ratones. También generamos un cultivo de mamosferas a partir de MaECs de una hembra, que utilizamos como control. Las células que componían las diferentes mamosferas procedentes de machos sólo fueron capaces de diferenciarse a células mioepiteliales, independientemente de la continuada o defectuosa exposición de las MaSCs a los andrógenos in vivo (Figura 47B-C). Sin embargo, las células que componían las mamosferas procedentes de hembras fueron capaces de diferenciarse a los tres tipos celulares; células ductales, células mioepiteliales y células alveolares (Figura 47A), como previamente observaron otros autores (Dontu et al., 2003). De esta forma demostramos que independientemente de que las MaSCs de los machos hubieran estado expuestas o no a los andrógenos, éstas generan mamosferas cuyas células no se diferenciaban in vitro a células del linaje luminal: células ductales y alveolares. 
 




Adicionalmente, analizamos por RT-PCR cuantitativa la expresión de distintos genes en; i, hembras adultas, que usamos como control, ya que las células ductales en las hembras expresan TROMA-I; ii, machos adultos, en los cuales se da el bloqueo en la diferenciación luminal, ya que las células que componen los ductos no expresan el marcador ductal TROMA-I; iii, machos adultos castrados a las 3 semanas de edad, a los que denominamos machos castrados, en los cuales, al igual que en las hembras adultas, las células ductales expresan TROMA-I. De esta forma, los genes que se expresaran de distinta forma en machos adultos y hembras, y en machos adultos y machos castrados, y que además se expresaran de igual forma en los machos castrados y en las hembras, podrían ser posibles candidatos implicados en el bloqueo de la diferenciación luminal. Observamos diferencias significativas en la expresión de los genes; Csn (codifica la caseína, proteína de la leche), Krt14 (marcador mioepitelial), Pgr (receptor de progesterona), Wap (gen de la proteína ácida del suero de la leche), C-Myc (protooncogén) y Numb2 (proteína cuya distribución en el núcleo determina la división simétrica o asimétrica) entre machos adultos y hembras. Además, observamos diferencias significativas entre machos adultos y machos castrados. Sin embargo, también observamos diferencias entre machos castrados y hembras adultas (Figura 48A). Al analizar la expresión de los genes implicados en la diferenciación luminal; Stat5A, Elf5, Notch1 y Gata3, no apreciamos diferencias significativas en la expresión entre machos adultos y machos castrados, aunque existían diferencias significativas en la expresión de dichos genes en machos adultos y machos castrados con respecto a las hembras adultas (Figura 48B). Lo mismo ocurría con los genes 
Krt18, que es un marcador ductal, y Lgr5 que es un biomarcador de células madre adultas en algunos tejidos (Figura 48B). El gen Esr1 (receptor de estrógenos) se expresaba de igual forma en machos castrados y hembras, y mientras que en los machos adultos observamos diferencias significativas con respecto a las hembras, no observamos diferencias con respecto a los machos castrados (Figura 48C). Sin embargo, el análisis cuantitativo no reflejó cambios en la expresión de los genes StatB, 





Figura 48. Representación gráfica de la expresión de genes en hembras adultas, machos 
adultos y machos adultos castrados a las 3 semanas de edad (machos castrados) analizados 



































Además, estos datos son reminiscentes del fenómeno de competición celular que se observó por primera vez en la mosca del vinagre (Morata and Lawrence, 1975), y que recientemente el grupo de Miguel Torres ha demostrado durante la embriogénesis temprana en un modelo de ratón, donde las células más aptas inducen la muerte de las menos aptas, de manera que sólo las primeras pasan a formar parte del organismo, sin embargo, cuando se impide la competición celular, las células menos aptas contribuyen a la formación del organismo (Claveria et al., 2013).  
















cepa de ratones FVB sería defectiva en genes supresores de tumores que poseen los animales de la cepa C57B/I6, los cuales regularían la inducción tumoral (Rowse et al., 1998).  
Células tumorales mamarias (MaTCs)  y células madre del cáncer de 
mama (MaCSCs) Las células que componen los tumores mamarios desarrollados en las hembras MMTV-Neu (MMTV-Neu MaTCs) desarrollan tumores cuando son trasplantadas en estromas de hembras receptoras silvestres. Además, generan tumores independientemente de que los estromas estén libres de epitelio o completamente rellenos de ductos. Sin embargo, al trasplantar una mezcla de MaTCs con MaECs de hembras adultas, se regeneran glándulas mamarias completas, las cuales presentan MaECs que derivan de las MaECs y de las MaTCS trasplantadas, y no desarrollan tumores (Booth et al., 2011; Bussard and Smith, 2012). Estos datos sugieren que las señales procedentes de estromas y de MaECs silvestres, en condiciones de trasplante, cambiarían el potencial tumorogénico de las MaTCs, y permitirían la contribución de éstas al desarrollo normal de la glándula mamaria.  Las MaTCs sembradas in vitro, en condiciones de crecimiento de mamosferas, generan tumorosferas (esferas no adherentes compuestas por MaCSCs y progenitores tumorales), siendo las células madre tumorales mamarias (MaCSCs) las únicas células capaces de generarlas (Ponti et al., 2005). Además, las tumorosferas se pueden obtener en condiciones de cultivo donde cada tumorosfera tenga un origen clonal, y  podemos obtener, tras el trasplante de una única tumorosfera, tumores mamarios en los dos meses siguientes al trasplante con una frecuencia elevada (frecuencia 1/1,29 




























• La población CD24+CD29alta de las MaECs está enriquecida en MaSCs, al menos 36 veces,en comparación con las MaECs 
• Las hormonas liberadas durante el ciclo estral son suficientes para la reconstitución de una glándula mamaria. Sin embargo, el contexto hormonal del macho no permite la regeneración de la glándula mamaria. 
• La mamosfera contiene una célula madre con propiedades de autorrenovación y diferenciación a todos los tipos celulares que componen el tejido mamario. Se puede utilizar la capacidad de formación de mamosferas como una manera alternativa y sencilla de cuantificar el número de MaSCs. 
• Los machos, al igual que las hembras, tienen una población MaSCs capaces de desarrollar una glándula mamaria en un contexto hormonal de hembra. Las MaSCs de hembra son más aptas que las de macho en la regeneración de la glándula mamaria. 
• El estrógeno es el responsable de la expansión de las MaSCs que se observa durante la pubertad.  
• La expansión de las MaSCs influye en la frecuencia y la cinética de aparición de tumores en las ratonas transgénicas MMTV-Neu. 
• Es necesaria, aunque no suficiente, la expresión del transgén Neu en las células epiteliales mamarias para que los ratones desarrollen tumores mamarios. 
• Las MaTCs, que tienen un fenotipo distinto a las MaECs, generan tumores similares a los tumores primarios, sin importar el contexto hormonal que presenten los receptores. 
• La tumorosfera contiene, al menos, una MaCSC capaz de desarrollar un tumor mamario similar al tumor primario. Se puede utilizar la capacidad de formación de tumorosferas como medida de cuantificación de las MaCSCs.  
• Las poblaciones CD24+CD29alta y CD24+C-kitalta de las MMTV-Neu MaTCs están enriquecidas en MaCSCs. 
• A diferencia de las hembras y de los machos prepúberes, los machos adultos carecen de marcadores de células luminales. Los andrógenos son los responsables del bloqueo en la diferenciación luminal, y dicho bloqueo es reversible cuando los machos se castran a las 3 semanas de edad. Esta reversión también ocurre tras el trasplante de células de macho en hembras.  
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Abstract 
The mammary gland was used as model to analyze organ size control since during puberty and 
reproductive cycles undergoes large morphological changes. Mammary gland cellularity was 
strictly dependent on mammary stem cell number, even following an expansion of the mammary 
stem cell pool (20-fold at puberty and a transient three-fold during pregnancy). Ovariectomies 
and male-derived transplants demonstrated that the mammary stem cell expansion was hormone-
dependent. Male-derived mammary stem cells generated functional mammary glands, 
developing alveolar structures and secreting milk after parturition. Taken together, these data 
suggest an organ size control mechanism combining intrinsic cues throughout the organism’s life 
with extrinsic hormone signals at particular developmental stages. This mechanism might have 
strong implications on mammary tumorigenesis 
Keywords: Adult stem cells / organ size control / mammary gland / hormones / symmetric 




Mechanisms controlling organ and indirectly organism size remain largely unknown (Potter & 
Xu, 2001). While the mechanisms controlling organ size in insects and mammals turned out to 
be different, the signaling pathways employed are conserved. Indeed, whereas insect organ size 
changes correlate with cell size (Stevenson et al, 1995), in mammals parallel with cell number 
(Conlon & Raff, 1999). However, the signaling pathways either restricting organ size such as 
Hippo (Zhao et al, 2007) or required for attaining proper size such as myc seem to be conserved 
(Martins et al, 2008; Stocker & Hafen, 2000; Trumpp et al, 2001). In mammals, two distinct 
control mechanisms have been unraveled using conditional cell ablation (Stanger, 2008). One of 
them depends on an intrinsic program established during early embryogenesis as represented by 
pancreatic development, in which growth factors play only a limited role (Stanger et al, 2007). 
Conversely, the other exemplified by the liver, largely relies on external cues (Stanger et al, 
2007). The mammary gland is an ideal model to analyze organ size determination since (i) it 
undergoes most of its development after birth under the control of systemic hormones (Brisken 
& Duss, 2007); (ii) large remodeling and architectural changes occur with each reproductive 
cycle (Molyneux et al, 2007); and (iii) mouse mammary cells positive for the either the 
combination CD24 (HSA) and CD29 (ß1 integrin) or CD24 and CD49f (α6 integrin) have been 
identified as bona-fide mammary stem cells (MaSCs), since single cells were able to reconstitute 
a functional organ upon transplantation, demonstrating their self-renewal and differentiation 
capacity (Shackleton et al, 2006; Stingl et al, 2006). MaSCs can also be maintained 
undifferentiated in culture, as non-adherent mammospheres, which in turn can differentiate into 
the three mammary epithelial cell types (ductal, myoepithelial or alveolar) (Dontu et al, 2003). 
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In the present study, we pursued the idea that the analysis of total cellularity and MaSC number 
during postnatal mammary gland development and the reproductive cycle might unravel clues on 
organ size control mechanisms. Our data evidenced a 20-fold increase on MaSCs after puberty 
and an extra 3-fold with each reproductive cycle; an expansion that can only be explained by 
symmetric stem cell divisions. Analyses where hormone signals were modulated by 
ovariectomy, or where male mammary cells were transplanted into recipient females, 
demonstrated the role of hormones controlling MaSC symmetric divisions. Furthermore, our data 
show that male MaSCs in the appropriate hormonal context are fully functional, being able to 
reconstitute the mammary gland and secrete milk at parturition. Thus, making them 
indistinguishable from a female mammary gland. Taken together these data allowed us to 
propose a model for mammary gland organ size control with clear implications on mammary 
tumorigenesis 
Results 
MaSC number can be estimated from the frequency of mammosphere-generating cells 
We first determined by limiting dilution analysis (LDA) that only the MaSC population 
(CD24+CD29+) generated mammospheres at high frequency (1/13.2), whereas the remaining cell 
populations (CD24-CD29-, CD24-CD29+ or CD24+CD29-) were unable to do so (≤1/1x105) 
(Figure 1A). Since FACS itself decreased the frequency of viable cells by 2.6-fold (Figure 1B), it 
could be estimated that about 20% of the CD24+CD29+ cells were able to generate 
mammospheres (Figure 1C). Mammary epithelial cells and primary mammospheres displayed 
different CD24 and CD29 staining profiles (Figure 1D), a consequence of MaSC and progenitor 
cell enrichment. The stem cells within the mammosphere retained their potential, since they were 
able to either remain undifferentiated, generating secondary mammospheres (Figure 1E) or to 
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differentiate into the three mammary epithelial cell types (Figure 1F). LDA revealed that each 
mammosphere contained a single cell able to give rise to new mammospheres (Figure 1E), 
indicating that in these conditions, MaSC underwent strict asymmetric cell divisions. These data, 
together with the indication that only the MaSCs population was able to generate 
mammospheres, suggested that MaSC number could be estimated from the frequency of 
mammosphere-generating cells. 
MaSC expansion during postnatal development and the reproductive cycle 
Mammary gland morphogenesis occurs mainly postnatally, undergoing huge changes during 
postnatal development (from weeks 3 to 8) and with each reproductive cycle. These changes 
were reflected in both organ size and cellularity changes (range 0.46 x106 -14.6 x 106 
cells/mouse) (Figure 2A-B, Supplementary Figure 1 online). The stem cell frequency, however, 
remained unchanged (range 1/460 - 1/830) (Figure 2C). Significant changes in MaSC number 
(total cellularity times stem cell frequency) were detected when comparing mammary glands 
from prepubescent (3-week-old mice) with either adult or pregnant females (20- and 60-fold, 
respectively) (Figure 2D). In addition, during involution (retraction of the mammary gland after 
ending breast-feeding), the decrease in cellularity was accompanied by an equivalent reduction 
of stem cell number as determined on mammosphere-generating cell assays by LDA (Figure 
2D), reaching levels similar to adult, non-pregnant females. Thus, apparently the MaSC niche 
was highly dynamic, with cell number changes at certain hormone-orchestrated developmental 
stages, indicating symmetric stem cell divisions, which increased the MaSC pool. 
Correlation analysis between mammary gland cellularity and stem cell number unraveled that, 
for all conditions analyzed, mammary gland cellularity was strictly dependent on stem cell 
number (Figure 2E). This relation was maintained not only during postnatal development or the 
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reproductive cycle from different mouse strains (FVB/NJ, C57Bl/6), but also in genetically 
modified mice such as MMTV-neu transgenics (Guy et al, 1992), a breast cancer model (not 
shown). These data allowed to estimate that, within the mammary gland, for each stem cell there 
were ~500 cells devoid of stem cell properties (Figure 2E). Suggesting that each stem cell 
underwent at least nine divisions to generate the fully differentiated progeny. The data in Figure 
2E also demonstrate that there was a good correlation between organ cellularity and stem cell 
number, despite the large cellularity changes at particular developmental time-points (puberty, 
pregnancy) associated with hormonal signals. This allowed envisaging that estrogens and 
progesterone might play a role on MaSC expansion, leading to a net increase in their number 
and, as consequence, in mammary gland cellularity. 
Female reproductive hormones play a role on MaSC expansion 
To investigate the role of female reproductive hormones in MaSC number during postnatal 
development, 3-, 5-, 6- or to 8-week-old mice were bilaterally ovariectomized and maintained 
until they were 9-week-old (Supplementary Figure 2A online). Ovariectomy effects were 
confirmed by the blockade on mammary gland development, which was dependent on time of 
ovariectomy (Figure 3A and Supplementary Figure 2B online). Nine-week-old animals 
ovariectomized at the onset of puberty (3-week-old) had a number of stem cells comparable to 3-
week-old animals (Figures 2A and 3A). The number of MaSCs increased in animals where the 
ovariectomy was delayed (5-, 6-, or 8-week-old) (Figure 3B) and correlated with total cellularity 
of these glands (Figure 3C); suggesting that hormonal signals were involved in MaSC expansion 
during postnatal development. 
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Male MaSC in an appropriate hormonal context reconstituted a functional mammary 
gland 
To further corroborate the role of hormones in MaSC expansion (symmetric cell divisions), we 
analyzed the male mammary gland, which is devoid of the hormonal signals required for MaSC 
expansion. The epithelial structure of the mammary gland from adult males and 3-week-old 
females were equivalent, although male structures lacked terminal end buds (Figure 4A and 
Supplementary Figure 3 online). Male mammary epithelial cells were able to generate 
mammospheres, equivalent to the female-derived ones (Figure 4B,C). Male mammary gland 
cellularity (Figure 4D) and stem cell number (Figure 4F) were also similar to 3-week-old 
females, as could be envisaged by the lack of appropriate hormonal signals in both. The stem cell 
frequency in all three cases was similar (Figure 4E). These data raised the question whether, in 
an appropriate hormonal context, male MaSCs could undergo symmetric stem cell divisions and 
generate a mammary gland equivalent to adult females. Thus, a similar number of GFP mice-
derived male and female mammary cells were transplanted into the left and right cleared-fat pads 
from 3-week-old recipient females, respectively. Two months after transplantation recipient 
females were crossed and analyzed the day of parturition. Whole mounts of the transplants show 
that both male- and female-derived donor cells were able to reconstitute the mammary glands 
(Figure 5A). The donor origin of the reconstituted structures was demonstrated by 
immunohistochemical analyses in both female- and male-derived transplants, since they were 
GFP+. They contained ductal (TROMA+), myoepithelial (SMA+) and alveolar (NaPi-11b+) cells, 
with the expected architecture. Furthermore, both female-derived and male-derived transplants 
contained milk-secreting cells (β-casein+) (Figure 5B). The ability of both female- and male-
derived transplants to secrete milk was confirmed by western blot (Figure 5C). In addition, 
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quantitative analyses corroborated that male-derived mammary gland reconstitutions involved a 
cellularity increase (11±8.8 fold, mean±SD), concomitant with a 27±23.8 fold increase in stem 
cell number (mean±SD), with a positive correlation (R2=0.898) between total cellularity and 
stem cell number on the reconstituted glands (Figure 5D). These data indicate that, despite 
variations in the reconstitution extent (reflected in larger standard deviation values, as compared 
to the endogenous mammary glands), with the appropriate hormonal context, male MaSCs 
underwent symmetric stem cell divisions and reconstituted a functional mammary gland, 
secreting milk after parturition. 
Discussion 
The data presented here indicate that MaSC number could be estimated from the frequency of 
mammosphere-generating cells since MaSCs but not progenitor cells were able to generate new 
mammospheres, as initially suggested by Shackleton and coworkers (Shackleton et al, 2006); and 
LDA analyses demonstrated that in culture, MaSCs underwent strict asymmetric cell divisions, 
as initially suggested by the uneven distribution of the fluorescent dye PKH-26 or the protein 
Numb 2 in these cells (Cicalese et al, 2009). MaSC number during postnatal mammary gland 
development showed a 20-fold expansion, which correlated with the morphologic and 
architectural changes detected in the organ as well as with total cellularity. This increase in the 
MaSC pool, indicative of symmetric MaSC divisions, also takes place, although to a lower extent 
(three-fold) during the reproductive cycle, as demonstrated here, and recently reported by 
Asselin-Labat and coworkers (Asselin-Labat et al, 2010). In addition, our data demonstrate that 
the increase during pregnancy is transient, since the MaSC pool retracts following involution. An 
expansion and retraction of the MaSC pool has also been reported during the estrous cycle (Joshi 
et al, 2010). Changes in the Stem Cell pool have been described during embryonic development, 
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following tissue damage or stress responses, but not for postnatal physiological responses, 
(Morrison & Kimble, 2006; Wilson et al, 2008). Thus, the huge changes in the MaSC pool 
during normal physiological responses might reflect a highly dynamic MaSC niche, which might 
expand or retract in response to hormone signals. 
Transplantation experiments using steroid hormone receptor-deficient mice demonstrated that 
female reproductive hormones control mammary gland development-associated morphogenic 
changes (Mallepell et al, 2006), where estrogens are required for ductal elongation and 
progesterone for side branching (Brisken et al, 1998), although their mechanism of action 
remained elusive. The role of hormones controlling the expansion of the MaSC pool during 
postnatal development was suggested by the correlation between the number of MaSC and total 
cells on adult mice bilaterally ovariectomized throughout puberty. This was further corroborated 
by experiments demonstrating that male-derived mammary gland cells transplanted into female 
recipients were able to reconstitute a fully functional mammary gland, able to secrete milk 
following parturition and indistinguishable from female-derived transplants. These data are 
consistent with the observations on human male transsexuals, where a combination of 
progestative anti-androgens and estrogens led to developing a mammary gland morphologically 
and histologically similar to the female breast, although it could not be functionally tested 
(Kanhai et al, 2000). A similar role for hormones has been described during pregnancy (Asselin-
Labat et al, 2010) and the estrous cycle (Joshi et al, 2010). 
Furthermore, the strict interdependence between stem cell number and total cellularity suggested 
that in the mammary gland there is an intrinsic program controlling organ size similar to the one 
described for the pancreas (Stanger et al, 2007). These data, however, were at odds with 
transplantation experiments where a functional mammary gland could be reconstituted from a 
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single MaSC (Shackleton et al, 2006), which would rather be compatible with a mechanism of 
organ size control strictly relying on exogenous cues, as described for the liver (Stanger et al, 
2007). This apparent discrepancy could be explained by a third mechanism of organ size control, 
combining intrinsic cues with extrinsic hormone signals (Figure 6). Intrinsic signals would be 
transmitted during most of the organism’s life, leading to asymmetric MaSC divisions and 
maintenance of a constant stem cell pool size. In particular developmental windows, however, 
hormones controlling female puberty and pregnancy would act as extrinsic cues leading to a 
substantial increase in MaSC number. This would involve a switch from asymmetric towards 
symmetric MaSC divisions and a concomitant increase in organ cellularity. Such a mechanism 
might turn potentially relevant to understand mammary tumorigenesis, since it provides a 
cellular basis for the 100-fold decreased mammary cancer frequency in males as well as in 
prepubertal females, as compared to adult females (Horner et al, 2009), which might be related to 
the lack of hormone-driven symmetric MaSC divisions. Conversely, it might help explaining the 
increase in breast cancer incidence that accompanies pregnancy (Asselin-Labat et al, 2010) or the 
decrease in breast cancer risk associated with ovariectomy. Taken together, these data argue for 
therapeutic interventions on breast cancer patients where the MaSC function or number is 
suppressed. 
Materials and Methods 
Mice 
All animal experiments were conducted using FVB/NJ wild type, or MMTV-neu+/+ (Guy et al, 
1992) or C57Bl/6 GFP+/+ (Okabe et al., 1997), or Rag2-/- (Shinkai et al., 1992) mice bred at and 
maintained in our animal facility according to institutional, Spanish and European Union 
guidelines. Efforts were made to minimize the number of animals and their suffering. 
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Mammary Cell Preparation 
Mammary tissue from pairs 2-5 was mechanically dissociated and digested (4 h, 37ºC, 225 rpm) 
with 1.5 U/g Collagenase A (Roche Diagnostics GmbH) in 1.8 ml/g DMEM-F12 culture media 
(Gibco, Invitrogen Co.) supplemented with 100 U/ml Penicillin, 100 μg/ml Streptomycin, 250 
ng/ml Amphotericin B, 100 μg/ml Gentamycin, 5x10-5M ß-mercaptoethanol, 2 mM Gln, 1x B27 
devoid of retinoic acid (Invitrogen), 2 μg/ml Heparin, 2 ng/ml bFGF (provided by Dr. G. 
Gimenez) and 200 ng/ml EGF (Miltenyi, Biotech). The resulting cell suspension was washed 3 
times with 1 x PBS, 5 mM EDTA and 1% (w/v) BSA (800 g, 5 min). Red blood cells were lysed 
with NH4Cl-lysis buffer, samples were sieved through a 40 μm mesh and directly centrifuged 
(134 g, 1 min). A single cell suspension was obtained by passing the sample repeatedly through a 
25G needle. 
Mammosphere cultures and differentiation 
Mammary gland single cell suspensions in serum free DMEM:F12 (Gibco) complete media were 
plated on ultralow attachment plates (Corning, Acton, MA, USA) at 10,000 viable cells/cm2 and 
cultured (37ºC, 5% CO2, 95% humidity) for 7–10 days. Differentiation assays were performed 
as described (Dontu et al., 2003). For LDA, cells were plated at 100, 300, 1000 or 3000 
cells/well (24 wells/group) and plates were scored 10-14 days latter. 
Transplantation, Ovariectomies and Mammary Gland Analyses 
A similar number of male- or female-derived GFP-expressing cells (range 17000 - 64000) were 
transplanted into Rag2-/- syngeneic recipients (Shackleton et al., 2006). GFP+ mammary 
outgrowths were visualized after parturition using a fluorescence-dissecting microscope (Leica 
Microsistems, Gmbh, Wetzlar, Germany) and then processed for immunohistochemistry. The 
effect of hormones on mammary gland development was ascertained on 9 week-old females that 
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underwent bilateral ovariectomy at 3, 5, 6 or 8 weeks. For whole mounts, mammary glands 
spread on glass slides were fixed in Carnoy’s fixative, hydrated, stained in carmine alum 
(Sigma), dehydrated, cleared in xylene and mounted with Permount (Fisher). 
Flow cytometry analysis and sorting 
Flow cytometry analyses were carried out gating on propidium iodide negative cells, on a XL 
flow cytometer and the Expo32 software (Coulter, Miami, FL). Cells were sorted using a FACS 
Vantage (BD Biosciences) directly onto 96-well plates. 
Immunocytochemistry and Immunohistochemistry 
For immunocytochemistry cells were grown on type IV collagen-coated coverslips, fixed with 
methanol (−20ºC, 20 min), blocked with 10% goat serum (1 h, RT) and stained with primary 
antibodies (4ºC, overnight, 4ºC), followed by incubation with the appropriate secondary 
antibodies (1 h, RT) and mounted with a mowiol:DAPI mix. The antibodies and dilutions used 
are described in Supplemental Table I Online. For immunohistochemistry, paraformaldehyde-
fixed (4%, 2 h, 4ºC) mammary gland were embedded in paraffin. Tissue sections (6 µm) were 
dewaxed, followed by heat-induced antigen retrieval, microwaving sections in 10 mM sodium 
citrate, pH 6.0 for 20 min. Blocking, stainings, washes and mounting of the samples were done 
as described for immunocytochemistry. Cells and tissue sections were analyzed with a Leica 
TCS SP5 AOBS confocal microscope (Mannheim, Germany). 
Preparation of Tissue Lysates and Immunoblotting 
Tissues from male- and female-derived transplants were pulverized under liquid nitrogen, lysed 
in RIPA. Protein concentrations were determined with the Thermo Scientific protein assay using 
BSA as a standard. Proteins were run on a 12% SDS-PAGE and transferred to PVDF membranes 
(Millipore) (10 V, 30 min). After blocking with 5% (w/v) skim milk/PBS or 5% (w/v) BSA/PBS 
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(1 h, RT), membranes were incubated with the appropriate primary and secondary antibodies 
(see Supplemental Table I Online) and revealed using an ECL kit (EuroClone).  
Statistical analyses 
Data were analyzed using the SPSS 15.0 software (Lead Technologies Inc., Charlote, NC, USA). 
Normal distribution of the samples was determined with the Kolgomorov-Smirnov test. Data 
were analyzed using the Student’s t test. The Pearson’s correlation was determined on log-
transformed data. Statistical significance was assumed when p < 0.05. 
For LDA, analyses were done using the WEHI Bioinformatics facility online 
(http://bioinf.wehi.edu.au/software/elda/index.html). The single-hit assumption (Bonnefoix et al, 
1996) was not rejected for any dilution series (p>0.05). 
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Figure 1 Self-renewal and differentiation properties of mouse MaSCs (CD24+CD29+). (A) A 
mammary gland-derived single cell suspension was stained with a combination of CD24 and 
CD29 monoclonal antibodies. The CD24-CD29-, CD24-CD29+, CD24+CD29- and 
CD24+CD29+ cell populations were sorted and plated at limiting dilution, determining 
mammosphere frequencies on each of them. Data represented as mean (line) ±SD (gray area). 
(B) Mammosphere frequencies from mammary gland-derived single cell suspensions prior to 
(unsorted) or after FACS sorting (sorted), to determine frequency changes due to cavitation 
forces. Data represented as in A. (C) CD24+CD29+ cells grown as mammospheres. (D) Staining 
pattern of a mammosphere-derived single cell suspension for CD24 and CD29. (E) Limiting 
dilution analysis to determine the number of cells in a mammosphere able to generate new 
mammospheres. Data represented as mean (line) ±SD (gray area). (F) Differentiation of 
mammosphere cells towards myoepithelial (cytokeratin14+), ductal (cytokeratin18+) or alveolar 
(NaPi-11b+) cells. 
Figure 2 MaSC quantification during postnatal development and reproductive cycle. MaSC 
frequency was estimated from the number of mammosphere generating cells (Figure 1). (A) 
Details of the mammary gland structure on female mice at different developmental and 
reproductive cycle stages. Kinetic analyses during development and the reproductive cycle can 
be seen in Supplementary Figure 1 Online. (B) Total number of mammary epithelial cells, (C) 
Stem cell frequencies, and (D) estimation of MaSC number during postnatal development and 
the reproductive cycle of the mammary gland. Data in B, C and D are represented as mean ± SD, 
n≥4. * all comparisons were statistically significant (p<0.05), ** all comparisons, except with 
involution, were statistically significant (p<0.05); *** all comparisons, except with adult, were 
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statistically significant (p<0.05). (E) Mammary gland cellularity was plotted against stem cell 
number on the different postnatal and reproductive cycle stages. The Pearson’s correlation was 
determined on log-transformed data, n=27, p<0.01. 
Figure 3 Effects of hormone signals on postnatal mammary gland development. The effect of 
estrogens on mammary gland development was determined on bilaterally ovariectomized wild-
type females (ovariectomized 3, 5, 6 or 8-week-old) and analyzed on 9-week-old animals. (A) 
Details of whole mounts of 9-week-old females ovariectomized at different ages (experimental 
design and whole mounts from all the animals are shown in Supplementary Figure 2 Online). In 
these animals, (B) Stem cell number and (C) total cellularity were determined. The data in B and 
C are represented as percentage (± SD) over non-ovariectomized controls (n=4). 
Figure 4 Analysis of MaSC in male mammary gland. (A) Details of the mammary gland 
structures comparing male and female mice. The corresponding whole mounts can be seen in 
Supplementary Figure 3 Online. (B) Male-derived mammospheres from wild-type (C) and GFP-
transgenic mice. Inset in C shows the bright field picture of the mammosphere. (D) Comparison 
of total number of mammary epithelial cells, (E) stem cell frequencies and (F) estimated stem 
cell number in 3-week-old and adult females versus adult males. Data represented as mean ±SD, 
n≥4. * statistically significant with adult female  (p<0.05), ** all comparisons were statistically 
significant  (p<0.05). 
Figure 5 Male MaSCs are able to reconstitute a functional mammary gland. (A) Representative 
whole mounts of female mammary glands transplanted with GFP-donor cells from female or 
male analyzed under UV light in a dissecting microscope (n>6). (B) Tissue sections were 
analyzed by confocal microscopy. The donor origin of the analyzed structures (insets) was 
demonstrated by their expression of GFP. Immunohistochemical stainings with antibodies that 
 22
specifically identify ductal (TROMA-I), myoepithelial (SMA) or alveolar (NaPi-11b) cells were 
performed on female-derived and male-derived transplants. (C) Western blot showing the 
expression of β-casein in both male and female-derived transplants. (D) Total cellularity and 
stem cell number were evaluated on a series of male-derived reconstituted transplants. 
Figure 6 Model describing organ size control in the mammary gland. The mammary gland is 
still rudimentary at birth, containing only a few MaSCs generated during embryonic 
development. In the absence of estrogens and progesterone, the stem cell number will be 
maintained throughout the organism’s life (ER-/- females, ovariectomized females, males) (cyan). 
At puberty, hormones  induce symmetric MaSC divisions, increasing 20-fold their number 
(pink). Hormone signals during each reproductive cycle will transiently increase an additional 
three-fold MaSC number (red), returning after involution to values similar to adult females. The 
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